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Veranderungen der organischen und anorganischen 
Knochensubstanz sowie der Knochenfestigkeit bei Ratten 
mit zunehmendem Alter 
Von 
Robert Tarjan und Katherina Szoke 


Aus dem Institut fiir Ernihrungs- und Verpflegungswissenschaft, Direktor: Dr. R6ébert Tarjan, 
Budapest, Ungarn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1956) 


Zur besseren Auswertung diaitbedingter Verainderungen der Kno- 
chenzusammensetzung! untersuchten wir die Veranderungen an den 
Knochen wachsender Ratten von der Geburt bis ins Alter bei Normal- 
diit. Neben Asche und Gesamtstickstoff wurden auch einige wichtigere 
stickstoffhaltige Verbindungsgruppen, der Citronensauregehalt sowie die 
Verainderungen der Festigkeit wihrend des Wachstums bestimmt. 


Die Literaturangaben iiber die Anderungen in der Zusammensetzung der 
organischen und anorganischen Knochensubstanz mit zunehmendem Alter? sind 
nicht eindeutig, da sie sich einmal auf Knochen mit verschiedenen Funktionen, 
zum anderen auf verschiedene Teile ein- und desselben Knochens beziehen* 4. 

Der Kollagengehalt menschlicher Knochen nimmt nach Rogers? wahrend 
des Wachstums um etwa 10% ab. 

Die gleichen Autoren konnten keinen Zusammenhang zwischen dem Alter 
der Knochen und dem Stickstoffgehalt der zur Entkalkung der Knochen benutzten 
sauren Losung finden. Auch die Menge der im Autoklav nicht lésbaren stickstoff- 
haltigen Verbindungen war unabhangig vom Alter der Knochen. 

In letzter Zeit haben noch die mucosidihnlichen Knochenbestandteile an 
Interesse gewonnen® und einige Autoren haben sich mit der Rolle der in den 
Knochen enthaltenen Citronenséure im Zusammenhang mit dem Rachitisproblem 
befaBt®. 


Methodik 


Muttertiere und eben entwéhnte Ratten des Whistar-Stammes wurden mit 
der von Tarjan zusammengestellten 15% EiweiB enthaltenden Normalkost? 
ernahrt. 


1 a) vgl. unsere fritheren Arbeiten iiber den Einflu8 Ca- und eiweiBhaltiger 
Diaten auf die Ossifikation: R. Tarjan, E.SA4ndi u. A. Dénes, Acta physiol. 
hung. 5, 463 [1954]; b) R. Tarjan u. K. Széke, ebenda 10, 75 [1956]. 

2 A.T.Shohl, Mineral Metabolism, Reinhold P. Corporation, New York 1929; 
H. J. Rogers, S. M. Weidmann u. A. Parkinson, Biochem. J. 50, 537 [1952]. 
J. H. Vogt, Acta med. scand. 135, 221 [1949]. 

L. J. Strobino u. E. Farr, J. biol. Chemistry 178, 599 [1949]. 

A. E. Sobel, J. dental Res. 18, 145 [1954]. 

K. Teufel, Vitamine und Hormone 6, 1 [1954]. 

R. Tarjan, E.S4ndi u. A. Dénes, Acta physiol. hung. 5, 313 [1954]. 
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Rébert Tarjan u. Katherina Széke, 


Wahrend die Aschenanalysen und die Bestimmung der Knochenfestigkeit 
von einem Alter von 3 Wochen ab durchgefithrt wurden, begannen wir mit den 
Bestimmungen des Gehalts an N-haltigen Verbindungen schon bei den neugebore- 
nen Tieren. 

Zur chemischen Analyse und zur Bestimmung der Knochenfestigkeit dienten 
die Réhrenknochen. Die von den Muskeln befreiten Knochen wurden vor der 

‘ Aschebestimmung 24 Stdn. mit Alkohol extrahiert. Die Veraschung erfolgte bei 
660°. Der Ca-Gehalt der Asche wurde nach der modifizierten Permanganat- 
Methode®, der P-Gehalt nach dem Molybdanblau-Verfahren® bestimmt. 

Die in den Tabellen angefiihrten Werte wurden aus einem vereinigten 
Knochengemisch der jeweils angegebenen Anzahl von Tieren gewonnen, nachdem 
Voruntersuchungen ergeben hatten, daB die Differenzen bei der Analyse von 
Knochen einzelner Tiere innerhalb der Fehlergrenzen der angewandten Methoden 
lagen. 

Die Knochenfestigkeit wurde an den Femora nach der Methode von Tarjan, 
Sandi und Dénes! gemessen. 

Der Gesamtstickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl bestimmt. Der wasser- 
lésliche, mit Trichloressigsiure fallbare Stickstoff, das im Autoklav in Gelatine 
iibergehende Kollagen und der im Autoklav unldésliche Ossein-Stickstoff wurden 
mit der von uns etwas modifizierten Eastoeschen Methode bestimmt!>. Dariiber 
hinaus wurde auch der in Wasser lésliche, mit Trichloressigsiure nicht fallbare 
sowie der in Salzsaure lésliche Stickstoff sowie der Citronenséuregehalt nach 
Pucher, Sherman und Vickery bestimmt?®. 


Ergebnisse 
Wie Tab. 1 ‘zeigt, nimmt der Aschegehalt der Knochen mit stei- 
gendem Alter zu. Der Ca-Gehalt wachst nur wenig und andert sich von 
der fiinften bis zur zweiundvierzigsten Woche nicht mehr. 


Tab. 1. Veraénderungen im Gehalt an Asche, Ca und P sowie im 
Verhiltnis Ca/N. 











Alter in |Versuchs-} Asche Asche Asche Knochen 
Wochen |tiere Zahl DK Ca% | Py. Ca/P Ca/N 
3 5 43,8 33,3 13,6 2,45 2,60 
4 5 42,3 34,6 17,5 1,98 2,82 
5 5 47,2 35,6 16,2 2,20 3,20 
6 5 49,0 34,5 18,7 1,85 2,92 
8 5 49,9 36,2 16,4 Paes | 3,56 
9 5 52,0 35,8 16,7 2,15 3,24 
10 5 50,0 ae | 17,7 2,10 3,35 
ll 5 54,5 35,2 18,0 1,96 3,55 
12 5 55,3 36,0 16,6 eae by | 4,03 
13 5 56,7 36,8 17,3 2,13 4,94 
14 5 57,6 36,2 16,7 Ae We 5,71 
24 5 61,0 33,6 17,3 1,95 4,85 
27 3 58,0 36,1 15,9 2,26 5,57 
42 3 59,0 35,8 13,8 2,60 5,31 

















§ R.S.Ingols u. P. E. Murray, Analytic. Chem. 21, 525 [1949]. 

® R. Ammon u. K. Hinsberg, diese Z. 239, 207 [1936]. 

10 G. W. Pucher, C.C.Sherman u. H. B. Vickery, J. biol. Chemistry 
118, 235 [1936]. 
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Abgesehen von den in der dritten Woche erhaltenen Werten, 
schwankt der P-Gehalt der Asche zwischen 16,2—16,8% ohne Zu- 
sammenhang mit dem Alter. Auffallend ist der in der zweiundvierzigsten 
Woche beobachtete niedrige P-Gehalt. 

Das Ca/P-Verhialtnis liegt bei sehr jungen Tieren (3 Wochen alt) 
und im spateren Alter (42 Wochen alt) ungewohnlich hoch: 2,45 und 2,60; 
im mittleren Alter schwankt es zwischen 1,98 und 2,25. Der Quotient 
Ca/N steigt mit zunehmendem Alter stark. 

Die Verteilung der N-haltigen Verbindungen zeigt Tab. 2. Der Ge- 
samtstickstoffgehalt der Knochen nahm, von Geburt an gerechnet, bis 


Tab. 2. Verainderungen in der Verteilung der stickstoffhaltigen 
Knochenbestandteile. 





wasserlisliche N-haltige 
Verbindungen 



































Versuchstiere Kol- In Salz-|  Gesamt-N% 
faillbar mit Trichlor- a n Ossein | siure 
essigsiiure nicht fallbar | lagen xo |tdsliches 
pam mit Trichlor- | N% " we 
worhen| 261 | Gewicht, | N% | cegsture wa aan 
neuge-| 40 16,4 0,73 1,38 3,82 | 0,74 | 0,80 | 7,47 —- 
boren 
1 40 11,8 0,83 0,85 4,05 | 0,67 | 0,83 | 7,23 —- 
2 20 9,2 0,73 0,60 3,20 — 0,62 | 6,45 = 
3 20 8,0 0,49 0,55 3,37 | 0,52 | 0,59 | 5,51 | 5,62 
4 10 8,0 0,44 0,51 3,30 | 0,43 | 0,60 | 5,25 | 5,20 
5 10 5,6 0,36 0,38 3,55 | 0,37 | 0,49 | 5,15 | 5,25 
6 10 4,7 0,33 0,63 3,90 | 0,51 | 0,46 | 5,80 | 5,80 
8 10 3,7 0,33 0,39 3,29 | 0,42 | 0,48 | 4,89 | 5,06 
9 5 3,5 0,30 © 0,37 3,18 | 0,48 | 0,53 | 4,89 | 5,75 
10 5 5,3 0,26 0,38 3,36 | 0,44 | 0,43 | 4,87 | 5,54 
11 5 4,3 0,17 0,48 3,32 | 0,24 | 0,385 | 4,55 | 5,40 
12 5 3,2 0,20 0,32 3,37 | 0,17 | 0,34 | 4,49 | 4,94 
13 5 3,2 0,31 0,31 2,87 | 0,27 | 0,34 | 4,01 | 4,22 
14 5 — 0,20 0,39 2,83 | 0,33 | 0,35 | 4,10 | 3,65 
20 5 2,17 0,03 0,31 3,05 | 0,23 | 0,24 | 3,96 | 3,62 
24 5 2,43 0,09 0,28 2,97 | 0,24 | 0,23 | 3,81 | 3,92 
42 3 2,00 0,16 0,28 3,08 | 0,28 | 0,24 | 3,74 | 3,89 








zur zweiundvierzigsten Woche um etwa 50% ab. Am auffallendsten war 
der Abfall an wasserléslichen N-haltigen Verbindungen, deren Gehalt 
20 bzw. 22% des Gehaltes bei der Geburt betrug. Vor der Behandlung 
im Autoklav betrug der Stickstoffgehalt der zur Entkalkung benutzten 
Salzsiurelésung 30°; von Geburt an gerechnet bis zur Beendigung des 
Wachstums sank der Osseingehalt auf 38°. Unter verhaltnismaBig gro- 
Ben Schwankungen verminderte sich der Kollagengehalt mit steigendem 
Alter. Der Citronensiuregehalt der Knochen steht nach unseren Ver- 
suchsergebnissen in keinem Zusammenhang mit dem Alter der Tiere. 
Er betrug durchschnittlich 0,39—0,55%%. 

1* 











Veranderungen der Knochensubstanz 





Tab. 3. Verinderungen in der Knochenfestigkeit. 








Alter in Korpergewicht —— Knochenfestig- 
Wochen g estigkeit _ keit/ — 
kg Korpergewicht 
3 36,8 5,6 152 
4 56,6 8,0 142 
5 90,0 10,3 115 
6 115,0 18,2 158 
8 145,5 18,4 127 
9 157,0 27,4 174 
10 181,6 24,7 137 
11 198,0 34,9 177 
12 220,2 34,8 157 
13 247,8 42,8 173 
14 267,8 54,8 206 
24 345,0 112,1 324 











Tab. 3 enthalt die Werte der Knochenfestigkeit und die auf 100 g 
K6rpergewicht berechneten Verhaltniszahlen. Beide Werte liegen im 
steigenden Alter héher. Wahrend aber die Knochenfestigkeit in der 
zwanzigsten Woche zehnmal so hoch ist als in der dritten Woche, erhoht 
sich der auf das Kérpergewicht berechnete Wert bloB um 20—25%. 


Zusammenfassung 


Die Rohrenknochen normal ernihrter weiber Ratten wurden auf 
ihre chemische Zusammensetzung und Festigkeit wahrend des Wachs- 
tums untersucht. Der Aschegehalt nimmt mit dem Alter zu, waihrend der 
Stickstoffgehalt abnimmt. Im Ca/P-Verhaltnis der Asche ist mit stei- 
gendem Alter keine meBbare Verainderung zu beobachten. Das Ca/N- 
Verhaltnis weist im Alter, ihnlich wie beim Menschen, héhere Werte auf. 
Von den N-haltigen Verbindungen erfahren das Kollagen und die kolla- 
genihnlichen Verbindungen mit zunehmendem Alter die geringste Ab- 
nahme. Ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Knochen und dem 
Citronensauregehalt war nicht zu beobachten. 


Summary 


The strength and chemical constitution of the long bones of white 
rats fed with a normal diet have been investigated during growth. The 
ash increases with age while the nitrogen content decreases. No measur- 
able change in the Ca: P ratio of the ash was observed with increasing 
age. The Ca: N ratio increases with age as in human beings. Of the 
nitrogen compounds collagen and the compounds similar to it show the 
smallest decrease with increasing age. No relationship was established 
between the age of the bones and the citric acid content. 
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Untersuchungen iiber Stilbene, XII. Mitteil.1 


Darstellung und histochemische Verwendbarkeit 
des 2.2’-[ 4.4’-Stilbenylen] -bis-[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium- 
2-chlorids] 
Von 
G. Drefahl, W. Herb und H. Kieser 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitit Jena 
und dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena, der Deutschen Akademie 
der Wissenschaften zu Berlin, 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1956) 


Nachdem R. Kuhn und D. Jerchel? auf Grund ihrer Unter- 
suchungen an Bakterien, Hefen und keimenden Samen auf die Bedeutung 
der Tetrazoliumsalze als biologische Redoxindikatoren hingewiesen hat- 
ten, war man in der Folgezeit bestrebt, tieffarbende und weniger toxische 
Verbindungen darzustellen. Von verschiedenen Autoren wurden daher 
eine Reihe neuer Tetrazoliumsalze mit den dazugehérigen, meist tief- 
blauen Formazanen beschrieben®. 

Bei dem Versuch, den genauen Sitz der Reduktionsorte in der pflanz- 
lichen oder tierischen Zelle zu ermitteln, stérte jedoch die Lipoidléslich- 
keit der gebildeten Formazane. In dem 2.2’-[4.4’-Stilbenylen]-bis- [3.5- 
diphenyl-3H-tetrazolium-2-chlorid| konnte ein neuer Redoxindikator 
erhalten werden, der bei geniigender Wasserloéslichkeit und relativ ge- 
ringer Toxizitat auf Grund der geringen Lipoidléslichkeit des gebildeten 
Formazans am Reduktionsort verbleibt. 

20 


jN—N—C,H, C.H,—N—N, 
va ste dies Oe Pai ‘SC—C,H;, | 2 Cl? 
7 — WO / eS) ai = \_9ny— NA 
N=N*-<¢ >—CH =CH—{_ )-°N=N 
+ 2H, 
/N—NH—C,H, C,H,—HN—N, 
CoH,—CC SC—C,H, + 2 HCl 
N=N—<{__>—CH = CH—<__)—-N=N” 


1 XI. Mitteil.: G. Drefahl u. S. Schaaf, Chem. Ber. 90, 148 [1957'. 

2 R. Kuhn u. D. Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 949 [1941]. 

3D. Jerchel u. H. Fischer, Liebigs Ann. Chem. 563, 208 [1949]; W. Anto- 
pul, 8.Glaubach u. L.Goldman, Public Health Reports 68, 1231 [1948]; 
W. Ried, Angew. Chem. 68, 28 [1951]; W. Ried u. H. Gick, Liebigs Ann. Chem. 
581, 16 [1953]; A.M. Rutenburg, R.Gofstein u. A. M.Seligman, Cancer 
Res. 10, 113 [1950]; J. N. Ashley, B. M. Davis, A. W. Nineham u. R. Slack, 
J. chem. Soc. [London] 1958, 3881; H. Seiler u. H. Schmid, Helv. chim. Acta 
37, 1 [1954]; H. Beyer u. T. Pyl, Chem. Ber. 87, 1505 [1954]; W. Ried, Angew. 
Chem. 67, 328 [1955]; D. Jerchel u. H. Fischer, Chem. Ber. 89, 563 [1956]. 
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Das reine, tiefblaue Formazan ist nur in heiSem Pyridin gut léslich. 
Das Absorptionsspektrum zeigt zwei glatte Banden, deren Maxima bei 
Amax 315 my (log ¢ 4,56) und Amax 586 my (log e 4,72) liegen, das Minimum 
liegt bei Amin 416 my (log ¢ 4,07). ( 

Zur Darstellung wird trans-4.4’-Dinitro-stilben mit Wasserstoff in | 1 
Anwesenheit von Raney-Nickel unter normalem Druck und Temperatur 
zu der dabei sehr rein zu gewinnenden Diaminoverbindung reduziert. 

Die Stilbendoppelbindung bleibt dabei erhalten. Die Aminogruppen 

des trans-4.4'-Diamino-stilbens werden diazotiert, in Pyridin mit Benzal- 
dehyd-phenylhydrazon gekuppelt und der gereinigte Farbstoff in Chloro- 1 
form mit Isoamylnitrit und methanolischer Salzséure oxydiert. 

Eine Reihe weiterer Diformazane und Ditetrazoliumsalze des Stil- 
bens, der Stilben-disulfonsaéure-(2.2’) sowie C- und N-Styryl-phenyl-sub- 
stituierter Formazane und Tetrazoliumsalze werden demniachst_be- 
schrieben. 

Die Annahme, daB das bei der intrazelluliren Reduktion von Tetra- 
zoliumsalzen durch Dehydrogenasen entstehende Formazan am Reduk- 
tionsort abgelagert wird‘, blieb nicht unwidersprochen®. Eine Entschei- 
dung war nicht moglich, da das Formazan des 2.3.5-Triphenyl-tetrazo- 
liumchlorids (TTC) gut lipoidléslich ist, so daB mit einer sekundiren 
Anreicherung in den lipoiden Zellstrukturen zu rechnen bleibt. 

Im Gegensatz dazu zeichnet sich das oben beschriebene Stilben- 
tetrazoliumchlorid durch die Unléslichkeit seines Formazans in den tib- 
lichen Fettlésungsmitteln aus. Eine sekundire Verlagerung ist daher 
nicht zu befiirchten. Dariiber hinaus ist das Stilbenderivat weniger licht- 
empfindlich als TTC und erscheint darum fiir die mikroskopische Be- 
obachtung geeigneter als die bisher gebrauchlichen Tetrazolium-Ver- 
bindungen. 


~_ eee Oe ok ol i 


Gat a feed weet Oe ees Cee oe ee 


In Versuchen an Blaualgen (Phormidiwm uncinatum) und Bakterien 
(Rhodospirillium rubrum) konnte die Ablagerung der Stilben-Formazan- 
Kristalle am Orte ihrer Bildung nachgewiesen werden®. Die Reduktion 
fand nur in der lebenden Zelle statt; sie wurde bei Phormidium durch 
Einwirkung von Monobromessigsaure (1 x 10-%-mol.) und Hitze (5 Min. 
55°) gehemmt. 

Bei Untersuchungen am Ehrlichschen Ascitescarcinom der weiBen 
Maus erwies sich das Stilben-TC auf Grund der angefiihrten Eigenschaften 
dem TTC tberlegen. Formazanbildung an den Mitochondrien und den 
hellglinzenden Granula kennzeichnete beide Zellelemente als Trager redu- 
zierender Fermente’. 


oo saetiett ae 4 fee 2 aoe oe Om 


4 H.-J. Bielig, G. A. Kausche u. H. Haardick, Z. Naturforsch. 4b, 80 
[1949]; H. A. Hélscher, Z. Krebsforsch. 57, 353 [1951]. 

5 C. Weibull, J. Bacteriol. 66, 137 [1953]; H. Ziegler, Z. Naturforsch. 8h, y 
662 [1953]. 

®§ G. Drews, Arch. Mikrobiol. 28, 1 [1955]; G. Drews, Naturwissenschaften 
42, 646 [1955]; G. Drews u. W. Niklowitz, Arch. Mikrobiol. 24, 147 [1956]. 
7 H. Kieser, Arch. Geschwulstforsch. 10, 119 | 1957). ; 
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Die Lebensfahigkeit der gefarbten Zellsuspensionen konnte im 
Transplantationsversuch erwiesen werden. Die Krebszellen, die mit einer 
Stilben-TC-Konzentration der Endverdiinnung 1: 2000 behandelt wor- 
den waren, erwiesen sich als wesentlich weniger empfindlich als der tie- 
rische Organismus, bei dem die DL 9 nach i. p. Applikation 0,4 mg pro 
20 g Maus (20 mg/kg) betrug. 

Dies entspricht einer Verdiinnung von 1 : 50000. 

Uber weitere Anwendungsméglichkeiten dieser Verbindung auf dem 
ausgedehnten Gebiet der Verwendung von Tetrazoliumsalzen wird be- 
richtet werden. 

Beschreibung der Versuche 


1. trans-4.4'-Diamino-stilben: In einer Schiittelbirne (21) werden 100 g 
trans-4.4'-Dinitro-stilben in 650 ccm Essigsiure-methylester/Methanol (4:1) 
suspendiert. Nach Zusatz von Raney-Nickel aus etwa 50 g Legierung wird unter 
standigem Schiitteln bei 18° unter Normaldruck mit etwas mehr als der theoretisch 
erforderlichen Menge Wasserstoff hydriert (ungefahr 521). Die Beendigung der 
Reduktion der Nitrogruppen macht sich durch eine starke Verzégerung der 
Wasserstoffaufnahme bemerkbar. Der Katalysator wird abgesaugt und nochmals 
mit Essigester ausgekocht. Aus den vereinigten Filtraten kristallisiert nach dem 
EKinengen das Diaminostilben in Nadeln aus, die nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol bei 231° schmelzen. Ausb. 95% d. Th. 

2. 4.4’-Bis-[3.5-diphenyl-formazyl-(1)]-stilben: Eine Lésung von 
3,92 g Benzaldehyd-phenylhydrazon in 200 ccm Pyridin wird tropfenweise 
unter kraftigem Riihren bei 0 bis +5° mit einer Tetrazoniumsalzlésung 
(bereitet aus 2,1g 4.4’-Diamino-stilben, 4,4ccm konz. Salzsiure, 14 ccm 
Wasser und 1,51 g Natriumnitrit) versetzt. Nach mehrstiindigem Stehenlassen 
in der Kalte wird das kristallin abgeschiedene Diformazan abgesaugt und gut mit 
Methanol und Wasser gewaschen. (Die Ausb. betragt 3,36 g [54% d. Th.]). Durch 
Umkristallisieren aus Pyridin zeigen die schwarzblauen, cantharidenglinzenden 
Nadeln einen scharfen Zers.-P. bei 261°. Ausb. 55% d. Th. Die Verbindung ist 
unloslich in Wasser, Alkohol, Ather, Aceton, Petrolather, Benzol u. a., léslich in 
heiBem Pyridin mit tiefblauer Farbe. 

C4oH3.N, (624,7) Ber. C 76,90 H 5,16 N 17,94 Gef. C 76,78 H 5,27 N 18,00 

3. 2.2’-[4.4’-Stilbenylen -bis-[3.5-diphenyl-3H-tretrazolium-(2)- 
chlorid]: 6,25 g des Formazans werden in 250 ccm Chloroform suspendiert und 
unter Riihren mit 1,3 com Isoamylnitrit und 2,22 ccm methanol. Salzsiure 
(330 mg HCl/ccm) versetzt und bei 30° im Wasserbad gehalten. Nach der Entfar- 
bung der Lésung wird der kristallin ausgeschiedene gelbe Niederschlag abgesaugt 
und mit wenig Chloroform gewaschen. Die Rohausbeute betrigt 6,2 g. Zur Reini- 
gung wird das Rohprodukt in 15 ccm Methanol gelést und durch Zugabe von 
480 ccm Chloroform kristallin zur Abscheidung gebracht. Kanariengelbe Kristalle 
vom Schmp. 250° (Zers.). Ausb. 75% d. Th. 

C4oH3oNgCl.* CHCl, (813,0) Ber. C 60,57 H 3,84 N 13,78 Gef. C 60,40 H 4,12 N 13,63 
Eventuell auftretende Abweichungen des Analysenbefundes erklaren sich aus dem 
bei Tetrazoliumsalzen haufig beobachteten Schwierigkeiten bei der Elementar- 
analyse’ sowie aus der Bindung von Lésungsmitteln, in diesem Falle Chloroform. 

Durch Reduktion mit Ascorbinsiure in waB8r. Natriumhydrogencarbonat- 
Lésung wird das entsprechende Formazan in guter Ausbeute und hoher Reinheit 
zurtickerhalten. 

Herrn Prof. Dr. H. Kn611 gilt unser Dank fiir seine fordernde Anteilnahme 
und Unterstiitzung. 


8 Vgl. R. Kuhn u. H. Kainer, Angew. Chem. 65, 445 [1953]. 
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Zusammenfassung 


Es wird tiber die Darstellung, die Eigenschaften und die histo- 
chemische Verwendbarkeit des 2.2’-[4.4’-Stilbenylen]-bis-[3.5-diphenyl-, 
3H-tetrazolium-2-chlorids] berichtet, das unter biologischen Bedin- 
gungen ein tiefblaues lipoidunlésliches Formazan bildet. 


Summary 


The preparation and properties are described of 2.2’-(4.4’-stilbeny- 
lene }-bis-[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium-2-chloride]. Information is pre- 
sented concerning the histochemical applications of the compound which 
under biological conditions forms a deep blue lipid-insoluble formazan. 
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Uber Barbiturate, III. Mitteilung* 


Der Metabolismus von Veronal 
Von 
Stefan Goldschmidt und Rudolf Wehr 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1956) 


Das Stoffwechselschicksal einiger therapeutisch verwendeter Barbi- 
turate wurde in den letzten Jahren weitgehend aufgekliart!*. Dabei zeigte 
sich, daB meist nur geringe Mengen der zugefiihrten Droge in unver- 
iinderter Form wieder ausgeschieden werden. Im Gegensatz hierzu er- 
scheint Veronal, auch nach neueren Untersuchungen mit 15N-mar- 
kierten Praparaten, véllig unverandert im Harn'?. Da wir dieses Er- 
gebnis fiir nicht ganz wahrscheinlich hielten, untersuchten wir das 
Schicksal von 2-14C-markiertem Veronal im Organismus der Ratte er- 
neut. 

Zuniachst bestimmten wir die Ausscheidung des Veronals durch 
Auszahlung der Radioaktivitaét im Urin. Dabei zeigte sich, daB bis zur 
75. Stunde nach der Verabreichung 95% der zugefiihrten Aktivitaét im 
Urin und Kot ausgeschieden sind. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich 
keine Radioaktivitét mehr im Organismus. Wahrend der gesamten Aus- 
scheidungszeit liBt sich ferner in der Atemluft kein radioaktives Kohlen- 
dioxyd nachweisen. 

Um festzustellen, ob die ausgeschiedene Radioaktivitét nur dem 
Veronal zukommt, wurde Urin von Ratten, die mit aktivem Veronal 
behandelt waren, papierchromatographiert und von jedem Chromato- 
gramm ein Radioautogramm angefertigt. Auf diesen erschienen neben 
dem unveranderten Veronal (etwa 95% der zugefiihrten Menge) drei 
weitere radioaktive Stoffe als Schwarzungsflecke (siehe Abb. 1). 

Um die Struktur dieser Metaboliten aufzukliren, wurden Barbitur- 
siurederivate synthetisiert, die evtl. als Metaboliten des Veronals in 
Frage kommen konnten, und deren Ry-Werte mit denen der gefundenen 
Metaboliten verglichen. Dabei ergab sich, daB der Ry-Wert von Fleck 2 
mit dem der 5-{[#-Hydroxy-athyl]-5-athyl-barbitursadure sowie 


* TI. Mitteil.: St. Goldschmidt u. R. Wehr, diese Z. 301, 107 [1955]. 

1 a) E.W.Maynert u.H.B.van Dyke, Science [New York] 110, 661 [1949]; 
b) E. W. Maynert u. J. M. Dawson, J. biol. Chemistry 195, 389 [1952]; c) E. W. 
Maynert, ebenda 195, 397 [1952]; d) E. W. Maynert, ebenda 195, 403 [1952]; 

2 E. Titus u. H. Weiss, J. biol. Chemistry 214, 807 [1955]. 

3 E. W. Maynert u. H. B. van Dyke, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 98, 
184 [1950]. 
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der von Fleck 3 mit dem der 5-Athyl-barbitursaure tibereinstimmte. 
Diese wahrscheinliche Identitét wurde auf folgende Weise bestatigt: 
1. Durch ein isotopisches Verdiinnungsexperiment, 2. Die aus einem 
Chromatogramm eluierten radioaktiven Metaboliten wurden zusammeri 
mit den entsprechenden inaktiven Substanzen erneut chromatographiert. 
Die Farbflecke des Barbituratnachweises und die Schwarzungsflecke 
auf dem Réntgenfilm erschienen jeweils im gleichen Abstand von der 
Startlinie. 

So konnte bewiesen werden, daB der Metabolit 3 (etwa 2,5% der 
zugefiihrten Veronalmenge*), 5-Athyl-barbitursaiure, Metabolit 2 





Abb. 1. Radioautogramm eines Chromatogramms 
(n-Butanol-NH,) des Urins von mit radioaktivem 
1 O ~ 95% Veronal behandelten Ratten. (Fleck 1: unveran- 
dertes Veronal, Fleck 2: 5-[f$-Hydroxy-athyl]-5- 
athyl-barbitursaure, Fleck 3: 5-Athyl-barbitursaure, 
Fleck 4: Paarungsprodukt von 5-[f-Hydroxy- 
~ 0,8% athy]]-5-athyl-barbitursaure. ) 


~ 2,5% 


ww % 
° 








4 3 ~ 2,0% <- Startlinie 





(etwa 0,8% der zugefiihrten Veronalmenge) 5-{[f/-Hydroxy-athyl]- 
5-aithyl-barbitursaure ist. Weitaus der gréBte Teil der Aktivitit 
findet sich im Fleck 1, der unverindertem Veronal (etwa 95% der zu- 
geftihrten Menge) entspricht. 

Bei dem dritten Metaboliten stimmte der Ry-Wert mit keinem der 
synthetisierten Vergleichsstoffe itiberein. Nach E. Titus und H. Weiss? 
entsteht beim Abbau des Pentobarbitals ein Metabolit, der wie unser 
unbekannter Metabolit bei der Chromatographie in n-Butanol-NH, nicht 
wandert. Die Struktur dieses Metaboliten von Pentobarbital wurde als 
die eines Paarungsproduktes von der in der Seitenkette hydroxylierten 
Droge mit Glucuronséure aufgeklirt. Es lag nahe, auch das Umwand- 
lungsprodukt des Veronals als ein solches Paarungsprodukt anzuspre- 
chen. In der Tat wurde der Metabolit 4 durch lingere Behandlung mit 
konz. Salzsiure hydrolytisch aufgespalten, wobei eines der beiden Spalt- 
stiicke sich durch seinen Ry-Wert als 5-[f-Hydroxy-athyl]-5- 
aithyl-barbitursaure erwies. Ob es sich bei dem Metaboliten selbst 
um ein Glucuronid oder ein anderes Paarungsprodukt handelt, konnte 
noch nicht geklart werden. 

Bemerkenswert ist das Auftreten von 5-[(-Hydroxy-athyl]-5-athyl- 
barbitursaure; denn bis jetzt sind nur solche Metaboliten von 5.5-disub- 


* Die Bestimmung der Menge der radioaktiven Umwandlungsprodukte er- 
folgte auBer durch das isotopische Verdiinnungsexperiment auch durch Aus- 
zahlung der einzelnen Zonen der Chromatogramme. 
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OC-——NH  (etwa 2% als ge- 


>> HOCH,:-CH paarte Verbindung) 


eter: 
etwa C.H vA CO 

OC——NH_ 0,8° Lit. . 
H,C-CH,, | 7 | OoCc——-NH 

> CO = I 

C,H; | | i 
OC——_NH | OC-—NH 
Veronal = se A. C im 

ae 
OC—-NH 

etwa 2,5% II 


stituierten Barbituraten erhalten worden, bei denen die endstindige 
Methylgruppe der Seitenkette oxydativ in eine Carboxylgruppe ver- 
wandelt war?®, Auf Grund unserer Ergebnisse ware es naheliegend, zu 
untersuchen, ob in der Seitenkette endstaindig hydroxylierte Verbin- 
dungen auch unter den Metaboliten anderer Barbiturate zu finden sind. 


Die Entstehung der 5-Athyl-barbitursiure findet eine Erklarung, 
wenn man annimmt, daf neben der 6-Hydroxylierung auch eine solche 
in «-Stellung stattfinden kann* und daB die 5-«-Hydroxy-Verbindung in 
Acetaldehyd und 5-Monoathyl-barbitursaure zerfallt. Fiir 5-[«-Hydro- 
xyathyl]-5-athyl-barbitursaure als Primarprodukt im Verlauf der 
Umwandlung von Veronal in 5-Monoathyl-barbitursiure spricht, daB 
uns ihre Darstellung weder durch Reduktion von 5-Acetyl-5-athyl-barbi- 
tursiure noch durch Kondensation von 5-Monoiathyl-barbitursaiure mit 
Acetaldehyd gelungen ist und daB die 5-{[x-Methoxy-athyl]-5- 
athyl-barbitursaure beim Kochen mit Wasser in 5-Monoathyl-barbi- 
tursiure, Acetaldehyd (und Methanol) zerfallt, wobei vermutlich die 
instabile 5-[«-Hydroxy-athyl]-5-athyl-barbitursiure als Zwischenpro- 
dukt auftritt®. 

Veronal wird also, wenn auch in geringerem Umfang, ebenso wie 
Barbiturate mit lingerer Alkylseitenkette, abgebaut. So erfolgt z. B. 
beim Pentobarbital? neben der endstiindigen Oxydation die nicht- 
endstandige’. 

Unabhingig vom Verlauf des Veronalabbaues ergibt sich die wich- 
tige Konsequenz, da% Athylgruppen in der 5-Stellung des Trioxohexa- 

4 B. B. Brodie, L.C. Mark, E. M. Papper, P. A. Lief, E. Bernstein u. 
E. A. Rovenstine, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 98, 85 [1950]. 

5 H. B. Wood jr. u. E.C. Horning, J. Amer. chem. Soc. 75, 5511 [1953]. 

8 Vgl. die Zersetzbarkeit von 5-Hydroxymethy]-5-athyl-barbitursaure ; 
gaa u. H. P. Teltz, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 288, 349 

1955]. 
' Diskussion der nicht-endstaindigen Seitenkettenoxydation von Barbituraten 
siehe E. W. Maynert, Federation Proc. 11, 625 [1952]. 

* Beim Pentobarbital, Amytal und Neontal 1».¢.4 ist dieser Abbauverlauf 

sichergestellt. 
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hydropyrimidinringes in vivo nicht vollkommen bestandig sind, wie 
bisher angenommen wurde! 8, 

LaB8t man den Urin der mit radioaktivem Veronal behandelten 
Ratten vor der Chromatographie einige Zeit (mindestens 2 Tage) stehen, 
so tritt auf dem Radioautogramm ein weiterer Schwarzungsfleck auf, 
dessen Intensitét um so gréBer wird, je langer der Urin aufbewahrt 
wird. Wie Untersuchungen zeigten, handelt es sich dabei um Diathyl- 
malonsaureureid, das also ein Sekundirprodukt darstellt. DaB es sich 
hierbei wirklich um eine Sekundérumwandlung von Veronal handelt, 
ergibt sich daraus, daB ein Zusatz von Veronal zu Rattenurin beim 
Aufbewahren ebenfalls Diaithylmalonsiureureid liefert. Dieser Befund 














1 2,5% 
Abb. 2. Radioautogramm eines Chromatogramms 
(n-Butanol-NH,) von Urin mit’ radioaktiver 5-Vinyl- 
5-athyl-barbitursiure behandelter Ratten (Fleck 2: 
unveranderte Vinyl-athyl-barbitursiure, Fleck 3: 
. e ~ 92% — wahrscheinlich 5-[$-Hydroxy-athy] ]-5-athyl-barbi- 
tursiure, Fleck 4: 5-Athyl-barbitursaure, Fleck 1 
~ 5% und 5 sind unbekannt). 
4 . ~ 1,5% 
5 : ~ 0,5% 
<— Startlinie 


1aBt die Ergebnisse von Arbeiten, bei denen die entsprechenden Ureide 
anderer Barbiturate in sehr kleinen Mengen gefunden wurden’, zweifel- 
haft erscheinen*. 

Um zu priifen, ob zuerst eine Dehydrierung des Veronals zur 
5-Vinyl-5-athyl-barbitursiure eintritt, verfolgten wir das Schicksal der 
5-Vinyl-5-athyl-barbitursaure. Wir stellten zu diesem Zweck 5-Vinyl- 
5-athyl-barbitursaéure-[2-"C] her und verabreichten sie an Ratten. 
Nach Chromatographierung des Urins fanden wir neben unveranderter 
Droge (etwa 92% der zugefiihrten Menge) 4 weitere radioaktive Meta- 
boliten (s. Abb. 2). 

Einer davon wurde als 5-Athyl-barbitursdure (etwa 5% der zu- 
gefiihrten Menge) identifiziert, ein zweiter ist nach seinem R,y-Wert 
5-[8-Hydroxy-athyl]-5-athyl-barbitursiure (weniger als 1% der zu- 
gefiihrten Menge), die beiden anderen sind noch unbekannt. 

Hier erfolgt der Angriff an der Vinylgruppe, wahrscheinlich unter 
Hydratisierung der Doppelbindung. Wiirde der Abbau des Veronals 


8 E. W. Maynert u. H. B. van Dyke, Pharmacol. Rev. 1, 217—242 [1949]. 
® H.B.van Dyke, J.V.Scudi u. D.L.Tabern, J. Pharmacol. exp. 
Therapeut. 90, 364 [1947]; E.W.Maynert u. H. B. van Dyke, ebenda 98, 
174, 180 [1950]. 
* Der Nachweis der Ureide erfolgte erst nach langerer Extraktion des Urins 
mit Ather. 
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entsprechend der oben dargelegten Vorstellung so verlaufen, da8 zu- 
nachst in langsamer Reaktion Vinyl-athyl-barbitursiure entsteht?, die 
dann schnell hydratisiert wird, so sollte man erwarten, daB bei Verab- 
reichung von Vinyl-athyl-barbiturséure diese weitgehend zum hydrati- 
sierten Produkt abgebaut wird. Wie unsere Versuche ergeben haben, 
ist das durchaus nicht der Fall. Daraus folgt, daB die Dehydrierung 
nicht die geschwindigkeitsbestimmende Primarreaktion beim Abbau der 
Barbiturate mit gesattigten Resten sein kann. 


Wiirde man umgekehrt annehmen, da die Hydratisierung den lang- 
samsten Schritt darstellt, so miiBte die Vinyl-athylbarbiturséure unter 
den Abbauprodukten von Veronal zu finden sein, was jedoch nicht der 
Fall ist. Infolgedessen ist es wahrscheinlich, daB die Primarreaktion auf 
einem Austausch von Wasserstoff gegen Hydroxyl beruht. Wir hoffen, 
durch weitere Untersuchungen zur Klarung dieser Frage beitragen zu 
konnen. 


Beschreibung der Versuche * 


5-Vinyl-5-athyl-barbitursaure-[2-“%C]: Zur Lésung von 690 mg 
(30 mMol) Natrium in 14,0 ccm frisch destilliertem n-Butanol fiigt man 600 mg 
(10 mMol) Harnstoff und bringt denselben durch kurzes Schiitteln bei 100° in 
Lésung. Nach Eintragen von 4,3g (20mMol) VWinyl-athylmalonsaure- 
diathylester™ schittelt man durch und erhitzt 12 Stdn. auf 100°, wobei sich 
nach einiger Zeit ein weiBer Niederschlag bildet. Nach Abkiihlen schiittelt man die 
Reaktionsmischung mit 12 cem Wasser bis zur vollstandigen Auflosung des Nieder- 
schlags durch und riihrt die war. Phase sogleich unter Eiskiihlung in eine Mischung 
von 2,8 ccm konz. Salzsiure und 6,0 cem Wasser ein. Den ausgefallenen Nieder- 
schlag saugt man ab und wascht ihn mit wenig Wasser. Ausb. 380 mg (21% d. Th.) 
Vinyl-aithyl-barbitursiure vom Schmp. 171° (Lit.1! 171°). 

Mutterlauge und Waschwasser werden bei Raumtemperatur zur Trockene 
gebracht und 3mal mit heiBem Aceton extrahiert. Der nach dem Abdampfen 
desselben verbleibende Riickstand wird aus sehr wenig absol. Athanol umkristalli- 
siert. Man erhalt noch 75 mg (4% d. Th.) Vinyl-athyl-barbitursiure vom 
Schmp. 171°. 

Aus 115mg Harnstoff-["C], spezif. Aktivitaét 1,4 mC/mMol, und 485 mg 
inaktivem Harnstoff erhalt man 455 mg Vinyl-athyl-barbitursaure-[2-4C], 
spezif. Aktivitat 0,26 mC/mMol. 

Das Na-Salz der Vinyl-athyl-barbiturséure ist im Gegensatz zu dem des 
Veronals in Alkohol loslich. 

Injektion der Barbiturate: Veronal-[2-“4C]!* der spezif. Aktivitat 
0,09 mC/mMol wurde in Dosen von 250 mg/kg K6rpergewicht weiBen Ratten** i. p. 
injiziert (L6sung von je 30 mg Veronal und der aquiv. Menge Natriumcarbonat in 
0,5 cem Phosphatpuffer py 7,0). Ganz analog wurde Vinyl-athyl-barbitursaure- 
[2-4C], spezif. Aktivitat 0,26 mC/mMol appliziert. 

10 Kin Schema zur Erklarung der Seitenkettenoxydation der Barbiturate 
unter Beriicksichtigung der Dehydrierung als Primarschritt wurde von B. B. 
Brodie, Federation Proc. 11, 632 [1952], vorgeschlagen. 

11 A.C. Cope u. D. Heyl, J. Amer. chem. Soc. 65, 669 [1943]. 

* Schmelz- und Siedepunkte unkorrigiert. 

122 St. Goldschmidt u. R. Wehr, diese Z. 301, 107 [1955]. 

** Bei diesen und allen folgenden Versuchen kamen 180—250g schwere 
Ratten desselben Inzuchtstammes zur Verwendung. 
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Chromatographische Versuche 

a) Chromatographie des Urins: Der 48-Stdn.-Urin von Ratten, die mit 
aktivem Veronal bzw. aktiver Vinyl-athyl-barbitursiure behandelt worden sind, 
wird gesammelt. Die Versuchstiere erhalten waihrend dieser Zeit keine Nahrung 
und kein Wasser. 0,92 ccm des Urins werden in 4 Anteilen auf Chromatographie- 
papier Schleicher & Schiill 2043b aufgetragen und absteigend mit n-Butanol-2-n. 
Ammoniak! chromatographiert. Man trocknet die Chromatogramme 15 Min. bei 
100° und legt sie dann 1 Woche auf Réntgenfilm (Perutz Typ S). Die einzelnen 
radioaktiven Stoffe erscheinen nach der Entwicklung des Filmes als schwarze 
Flecken. 

Ebenso wurde unter Verwendung von n-Butanol-Eisessig-Wasser (40:10:50) 
als Entwicklungsfliissigkeit verfahren. 


Tab. 1. Rp-Werte des Veronals, der Vinyl-ithyl-barbitursiure 
und ihrer Umwandlungsprodukte. 




















Ry-Werte °% der ausgeschie- 
Fleck-Nr. Butanol- Butanol- denen Gesamt- 
Ammoniak Eisessig aktivitat 
Veronal 
1 0,58 0,89 94,8-+-0,2 
2 22 0,79 0,8-40,6 
3 17 0,56 2,4+1,5 
40 Startlinie 0,21 1,9+1,4 
Vinyl-athyl-barbitursaure 

1 0,43 0,89 92,0+0,4 
2 0,22 0,79 0,8-+0,4 
3 0,17 0,56 5,1+2,0 
4 0,87 0,51 2,5+1,5 
5 0,10 0,47 0,6+0,4 








b) Rr-Werte der Vergleichssubstanzen: Chromatographiert wurde 
wie oben beschrieben. Je 200 y Substanz wurden in 4 Anteilen zu je 0,005 ccm 
aufgetragen. (Stammlésung 100 mg Substanz in 10 ccm Methanol.) Die Sichtbar- 
machung der Flecke von Ureiden und Harnstoff erfolgte nach Rydon™ durch 
Behandlung der Chromatogramme mit Chlor und Bespriihen mit Kaliumjodid- 
Starkelésung, die von Barbituraten nach Hiibner?® mittels Kobaltnitrats und 
Piperidins. 

c) Substanzen 

5-[B-Hydroxy-athyl]-5-athyl-barbitursaiure: 37,2 g (= 0,2 Mol) 
a-Athyl-a-carbathoxy-butyrolacton(Sdp.,,. 138—140°, nn 1,4470)!® werden 
zu einer Lésung von 11,2g (=0,48g-Atom) Natrium in 200 ccm n-Butanol 
gegeben, der 15,0 g Harnstoff zugefiigt sind. Man schiittelt das Gemisch kraftig 
durch und erhitzt es 7 Stdn. auf 100°. Nach dem Abkiihlen schiittelt man es mit 
13 KE, J. Algeri u. J. Walker, Amer. J. clin. Pathol. 22, 37 [1952]. 
4H. N. Rydon u. P. W.G. Smith, Nature [London] 169, 922 [1952]. 

15 G, Hiibner u. E. Pfeil, diese Z. 296, 225 [1954]. 

16 Dargestellt analog der Vorschrift fiir «-Methyl-«-carbithoxy-butyrolacton 
(G. S. Skinner u. R. E. Herbener, J. Amer. chem. Soc. 75, 3031 [1953]); Ausb. 
48% d. Th. 
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Tab. 2. Rp-Werte verschiedener méglicher Metabolite des Veronals. 




















Ry-Werte 
Name Formel Darst. Butanol-| 5 atanol- 
moniak | Eisessig 
Diathylmalonsaureureid (C,H;).0¢ — l.c.17 | 0,39 | 0,92 
” *"\co-NH-CO-NH, | |’ ' 
Diathylessigsiureureid . .| (C,H;).>CH:CO-NH:CO-NH,] 1.c.18| 0,93 | 0,92 
Harnstom. «ss ss CO(NH,), — 0,25 0,40 
OC—-NH 
CH | | 
Barbiturate. ...... C co 
R’| | 
OC—NH 

Diathylbarbitursaiure 
. (Veromal). 2 2... . C,H;— -~ 0,58 | 0,89 
Athylbarbitursiure. . . .| H— — 0,17 | 0,56 
Vinyl-athyl-barbiturséure .}| CH,=CH— s.0. | 0,43 | 0,89 
fb-Hydroxyathyl]-athyl- 

barbitursiure . . .. . HOCH,—CH,— s.u. | 0,22 | 0,79 
Carboxymethyl-athyl- 

barbitursiure ..... HOOC—CH,— 8. U. 0,04 | 0,73 
«-Methoxyathyl]-athyl- 

barbitursiure .... . CH,—CH(OCH,)— s.u. | 0,57 | 0,89 


200 com Wasser aus, trennt die Schichten und wascht die organische Phase mit 
20 ccm Wasser. Die vereinten wiBr. Ausziige werden unter Kiihlung und Riihren 
mit 60 ccm konz. Salzsiure versetzt. Man saugt den ausgefallenen Niederschlag ab, 
wascht ihn mit wenig Wasser und trocknet. Ausb. : 27,0g (67% d.Th.) B-Hydroxy- 
athyl-athyl-barbitursiure, Schmp. 173—174° (Lit.9 176°). 

5-Carboxymethyl-5-athyl-barbitursaure: 10,0g (= 0,05 Mol) 5-[f- 
Hydroxy-athyl]-5-athyl-barbitursaure werden unter Eiskiihlung in 20 com 
Salpetersiure (d 1,4) eingetragen und 18 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Man saugt den Niederschlag ab und wascht ihn mit wenig Wasser. Nach zwei- 
maligem Umkristallisieren aus je 75 ccm Wasser erhalt man 6,5 g (61% d. Th.) 
Carboxymethyl-athyl-barbitursaiure, Schmp. 274° (Zers.) (Lit.2° 280—281° 
[ Zers. ]). 
5-«-Methoxyathyl-5-athyl-barbitursaure: 49,2 g (0,2 Mol) «-Meth- 
oxyathyl-athyl-malonsaiure-diathylester*! werden zu einer Lisung von 
11,2 g (= 0,48 g-Atom) Natrium und 15,0 g (0,25 Mol) Harnstoff in 200 ccm 
n-Butanol gegeben. Weiter wird wie bei der Darstellung von $-Hydroxyathyl- 
athyl-barbitursiure verfahren (s.0.). Das Rohprodukt wird aus 250 ccm absol. 
Alkohol umkristallisiert. Ausb. 26,3 g (62% d. Th.) «-Methoxyathyl-athyl- 
barbitursaure, Schmp. 189—190° (Lit.#!: 213° ?}). 

C,H,,0,N,(214,1) Ber. C 50,44 H6,54 N 13,20 OCH, 14,49 
Gef. C 50,66 H6,72 N 13,30 OCH, 14,08 





1” H. Aspelund u. L. Skoglund, Acta Acad. Aboensis, Math. Physica 10, 
Nr. 10, 22 [1937]; C. A. 81, 6634 [1934]. 

18 Dtsch. Reichs-Pat. 459 903; C. 1928 I, 2989. 

19 L. H. Cretcher, J. A. Koch u. W.H. Pittinger, J. Amer. chem. Soc. 
47, 3083 [1925]. 

20 Schweiz.-Pat. 91561 u. Zus.-Pat. 92578; C. 1922, IV, 840. 

21 M. Renard u. G. Dony, Ind. chim. belge 16, 479 [1951]. 
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Versuche zur Darstellung von5-[«-Hydroxy-athyl]-5-athyl-bar- 
bitursdure: Die Reduktion von 5-Acetyl-5-athyl-barbitursaure™ wurde 
unter verschiedensten Bedingungen (Platinoxyd, Palladium-Tierkohle, Kupfer- 
chromit nach Adkins, Raney-Nickel mit und ohne Anwendung von Druck, Lithium- 
aluminiumhydrid, amalgiertes Aluminium) versucht. Stets konnte nur unverander- 
tes Ausgangsmaterial isoliert werden. Alle Arbeitagange wurden unter Wasser- 
ausschlu8 durchgefiihrt, da sonst aus der 5-Acetyl-5-athyl-barbitursiure 5-Athyl- 
barbitursiure entsteht. Auch bei der Hydrierung des Acetyl-athylmalonsaure- 
diathylesters konnte keine Wasserstoffaufnahme beobachtet werden. 

Auch bei den Versuchen, Acetaldehyd mit Athylbarbitursiure zu konden- 
sieren, konnte trotz vielfacher Variation der Bedingungen kein Reaktionsprodukt 
isoliert werden. Ebensowenig gelang es, Athylmalonsaure- diaithylester mit Acet- 
aldehyd zur Reaktion zu bringen. 

SchlieBlich wurde gefunden, daB 5-[«-Methoxy-athyl]-5-athyl-barbiturséure 
beim Kochen mit Wasser in 5-Athyl-burbitursiure umgewandelt wird, wobei 
offenbar die 2unachst gebildete freie Hydroxyverbindung unter Abspaltung von 
Acetaldehyd zur Monoathylbarbitursaure weiterreagiert. (Die Lésung von 1,0g 
5-[«-Methoxyathyl]-5-athyl-barbitursiure in 10,0 cem Wasser wurde 
1 Stde. auf 100° erhitzt, wobei sich Acetaldehyd entwickelte. Das nach dem 
Abkiihlen erhaltene Kristallisat wurde abgesaugt; 600 mg 5-Athyl-barbitur- 
saiure vom Schmp. und Misch-Schmp. 190°). 


Identifizierung der Metaboliten: Der chromatographische Vergleich 
der synthetisierten Verbindungen mit den Metaboliten des Veronals ergab 
folgende gleiche Ry-Werte: Fleck 2 (s. Abb. 1 und Tab. 1) mit 5-[6-Hydroxy- 
athyl]-5-athyl-barbitursiure, Fleck 3 mit 5-Athyl-barbitursiure und Fleck 1 mit 
Veronal. 


Von den Metaboliten der Vinyl-athyl-barbitursaure entsprach Fleck 1 
(s. Abb. 2 und Tab. 1) der unveranderten Droge, Fleck 2 der 5-[6-Hydroxy-athyl]- 
5-athyl-barbitursiure und Fleck 3 der 5- Athyl- barbitursaure. 


Zum Beweis der Identitaét dieser Verbindungen wurde wie folgt verfahren: 
Radioaktiver Urin wurde wie oben nach Zusatz von 200 mg der inaktiven Ver- 
gleichssubstanz chromatographiert. Nachdem von jedem Chromatogramm ein 
Radioautogramm angefertigt worden war, wurden die Barbiturate wie tiblich nach- 
gewiesen. Hs zeigte sich, daB die Schwarzungsflecke des Réntgenfilmes sich mit den 
Farbflecken des Chromatogramms genau deckten. Wird der Urin ohne Zusatz 
chromatographiert, so erscheint nur Verona] als Farbfleck. Weiterhin wurden 
Chromatogramme hergestellt, bei denen eine gréBere Menge radioaktiven Urins 
(2,0 cem) strichformig auf die Startlinie eines Chromatogramms aufgetragen war. 
Die den einzelnen Schwarzungsstreifen auf dem Réntgenfilm entsprechenden 
Zonen des Chromatogramms wurden mit Aceton extrahiert und zusammen mit der 
inaktiven Vergleichsubstanz erneut chromatographiert. Die Schwarzungsflecke 
auf dem Rontgenfilm und die Farbflecke auf dem Chromatogramm erschienen 
wiederum am selben Ort. (Die extrahierten radioaktiven Stoffe allein geben keine 
Farbreaktion [zu geringe Mengen]). Dieser Versuch wurde mehrmals unter Ver- 
wendung verschiedener Lésungsmittelgemische durchgefiihrt. In jedem Falle 
deckten sich die Schwarzungsflecke auf dem Roéntgenfilm und die Farbflecke auf 
dem Chromatogramm. Die Identitat der oben genannten Verbindungen mit den 
Metaboliten gleichen Ry-Wertes kann deshalb als gesichert gelten. 

Auf die gleiche Weise wurde ermittelt, da Diithylmalonsiureureid das 
Sekundarprodukt darstellt, das bei langerem Stehenlassen des Urins von Ratten 
auftritt, denen Veronal verabreicht worden war (s. Seite 13). 

Zur Untersuchung des radioaktiven Stoffes, der bei der Chromatographie 
von Urin in Butanol-Ammoniak nicht wandert, wurde der auf der Startlinie 
befindliche Fleck (2,0 cem Urin strichférmig aufgetragen) ausgeschnitten und in 








22 V. Hahn, Arhiv Kem. 20, 87 [1948]; C. A. 44, 6392 [1950]. 
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kleinen Schnitzeln zu 3,0 ccm konz. Salzsiure gegeben. Nach 12stdg. Stehenlassen 
bei Raumtemp. wurde das Papier auf einer Glasfritte abgesaugt und mit wenig 
konz. Salzsiure nachgewaschen. Das Filtrat wurde 10 Min. auf 100° erhitzt, auf 
den Startpunkt eines neuen Chromatogramms unter Zusatz von 200 y inaktiver 
5-[8-Hydroxy-athyl]-5-athyl-barbitursaure bei Zimmertemp. eingetrocknet und 
erneut chromatographiert. Der Schwarzungsfleck des Radioautogramms und der 
Farbfleck des Chromatogramms deckten sich. Versuche, in den Hydrolysaten 
Glucuronsaure nach erneuter Chromatographie mit Anilinphthalat?* nachzuweisen, 
waren nicht eindeutig, da die Farbflecke sich tiber eine groBe Flache erstreckten. 
Ebenso gelang es nicht, die gepaarte Verbindung mit Hilfe von #-Glucuronidase™ 
zu spalten. Allerdings wurde dabei ein stark unreines, schwaches Enzympraparat 
verwendet, so daB dieser Versuch nicht als eindeutiger Beweis gegen das Vorliegen 
eines Glucuronides zu deuten ist. 

Bestimmung der Menge der Metaboliten: Jede einem Schwarzungs- 
flecken entsprechende Zone eines Chromatogramms wurde ausgeschnitten und 
deren Radioaktivitét ausgezihlt?. Die so erhaltenen Werte zeigt Tab. 1. 

Verdiinnungsexperiment: In 2,0 ccm radioaktivem Urin wurden 200 mg 
der inaktiven Vergleichssubstanz durch Erhitzen gelést; das Kristallisat wurde 
aus Wasser und Alkohol bis zur konstanten Aktivitét umkristallisiert. Die Be- 
rechnung der im Urin vorhandenen Menge der Stoffe aus der gefundenen Impulszah] 
erfolgte nach den Angaben in ,,Isotopic Carbon‘‘?5,. Die Ergebnisse dieser Versuche 
entsprachen denen der direkten Auszihlung der Chromatogramme. 

Die Bestimmung der ausgeschiedenen Menge radioaktiven Vero- 
nals erfolgte durch ,,direct plating“‘?*, wie schon fiir andere Barbiturate be- 
schrieben ist?’. 

Untersuchung der Atemluft nach Gaben radioaktiven Veronals 
und Bestimmung der nach Beendigung der Auscheidung im Organismus 
verbliebenen Menge Radioaktivitat: Wie in der Literatur beschrieben??*°, 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir aufrichtig fiir 
die Unterstiitzung der Arbeit durch Gewahrung einer Sachbeihilfe. 


Zusammenfassung 


1. Nach Injektion von Veronal-{2-14C] lassen sich im Rattenurin durch 
Papierchromatographie und Radioautographie neben etwa 95% un- 
veranderter Droge noch 3 weitere radioaktive Stoffe als Schwarzungs- 
flecken nachweisen. Diese Metaboliten werden als 5-Athyl-barbitur- 
siure (etwa 2,5°% der ausgeschiedenen Gesamtaktivitat), 5-[f-Hydro- 
xy-athyl]-5-athyl-barbitursiure (etwa 0,8) und als Paarungsprodukt 
von 5-[$-Hydroxy-athyl]-5-dthyl-barbitursiure (etwa 2,0%) iden- 
tifiziert. 


23 §. M. Patridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 
24 W.H. Fishman u. P. Bernfeld in Methods in Encymologie, Vol. I, 
S. 262—269; Academic Press Inc., New York 1955. 
25 M.Calvin, C. Heidelberger u.a., Isotopic Carbon, 8S. 278—282; 
J. Wiley & Sons Inc. New York 1949. 
26 ibid. Seite 107. 
27 L. J. Roth, E. Leifer, J.R. Hogness u. W.H. Langham, J. biol. 
Chemistry 178, 963 [1949]. 
28 FL. E.Shideman, T.C.Gould, W.D.Winters u. R.C. Peterson, 
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 107, 368 [1953]. 
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2. Diese Versuche zeigen, da8 Athylgruppen am Trioxopyrimidinring, 5 
entgegen der bisherigen Anschauung, in vivo, wenn auch in geringem a 
Umfang, angegriffen werden. 

3. Diathylmalonsaureureid tritt nur sekundar, d.h.nach lkingerem a 
Stehenlassen des Urins auf. n 

4. Nach Gaben radioaktiven Veronals sind bei Ratten bis zur 75. Stde. C 
95% der zugefiihrten Aktivitat ausgeschieden. Nach Beendigung der re 
Ausscheidung befindet sich keine Aktivitét mehr im Organismus. ss 


Wihrend der gesamten Ausscheidungszeit wird kein radioaktives 
Kohlendioxyd ausgeatmet. 


. Neue bzw. verbesserte Darstellungsmethoden fiir 5-[6-Hydroxy- 
athyl]-5-athyl-barbitursiure, 5-Carboxymethyl-5-athyl-barbiturséure 
und 5-[«-Methoxy-athyl]-5-athyl-barbitursiure werden beschrieben. 
Eine Synthese fiir 5-Vinyl-5-athyl-barbitursiure-[2-4C] aus Vinyl- 
aithylmalonsiure-diaithylester und Harnstoff-|!*C] wird angegeben. 


6. Nach Gaben von Vinyl-athyl-barbitursiure-[2-4C] an Ratten lassen 
sich im Urin wie unter 1. 4 Metaboliten neben der unverinderten 
Droge (etwa 92% der zugefiihrten Menge) nachweisen. Einer davon 
wurde als 5-Monoiathyl-barbitursiure (etwa 5%) identifiziert, ein 
zweiter ist wahrscheinlich 5-[$-Hydroxy-athyl}-5-athyl-barbitursaiure 
(etwa 0,8%), die beiden anderen sind noch unbekannt. 


or 


Summary 


1. 2-4C-Veronal has been injected into rats and the urine examined 
by means of paper chromatography and radioautography. By this method 
approximately 95 per cent of the veronal was recovered unchanged to- 
gether with three other radioactive substances. These metabolites have 
been shown to be 5-ethy!barbituric acid, 5-$-hydroxyethyl-5-ethyl-bar- 
bituric acid and a conjugate of 5-$-hydroxyethyl-5-ethyl-barbituric acid 
and form approximately 2.5, 0.8 and 2.0 per cent, respectively, of the 
total excreted activity. 

2. The results indicate that, contrary to previous views, ethyl groups 
in the triketopyrimidine ring are attacked in vivo although only to a 
slight extent. 

3. The ureide of diethylmalonic acid is formed only as a secondary 
product after prolonged standing of the urine. 

4, When radioactive veronal is administered to rats 95 per. cent 
of the activity is excreted in the first 75 hours and when excretion is 
complete no activity is present in the organism. Radioactive carbon 
dioxide is not respired during the period of excretion. 

5. New methods of preparation are described for 5-6-hydroxyethyl- 
5-ethyl-barbituric acid, 5-carboxymethyl-5-ethylbarbituric acid and 
5-x-methoxyethyl-5-ethyl-barbituric acid. The synthesis of 2-!4C-5-vinyl- 
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5-ethyl-barbituric acid from diethyl vinylethylmalonate and “C-urea is 
also described. 

6. After administration of 2-!C-vinylethylbarbituric acid to rats, 
approximately 92 per cent of the unchanged acid together with four 
metabolites was found in the urine by the method referred to in para. 1. 
One of the metabolites was shown to be 5-ethyl-barbituric acid while a 
second is probably 5-$-hydroxyethyl-5-ethyl-barbituric acid, the two 
substances being present in proportions of approximately 5 and 0.8 per 
cent, respectively. The two other metabolites could not be identified. 


Q* 











Feinere Beziehungen zwischen Verfestigung 
und Abbau des Fibrins 
Von 
P. Bierstedt 


Aus der Chirurg. Klinik des Stiidt. Krankenhauses im Friedrichshain Berlin, Direktor: Prof. H. Klose, 
und dem Pathologischen Institut, Direktor: Prof. E. Bahrmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Dezember 1956) 


In einer ersten Mitteilung! konnte u. a. gezeigt werden, daB bei 
der thrombelastographischen Registrierung des Fibrinolyseablaufs mit 
zunehmender fibrinolytischer Aktivitaét eine Verkiirzung sowohl der 
Fibrinzerfalls- als auch der Verfestigungszeit eintritt. Gleichzeitig damit 
kommt es zu einem Absinken der Gerinnselelastizitét. Die sog. Ver- 
festigungszeit enthalt im ersten Abschnitt die quantitative Bildung des 
Fibrins, in einem zweiten dessen Verfestigung, Die Fibrinzerfallszeit 
umfaBt den anschlieBenden fermentativen Abbau des Fibrins. Es konnte 
ferner festgestellt werden, daB das optimale Substrat fiir das Fibrinolysin 
nicht schlechthin Fibrin ist, sondern ein Fibrin, das im AnschluB an 
seine quantitative Bildung eine gewisse Struktur erlangt haben muB, die 
sich in der Ausbildung einer mehr oder minder hohen Gerinnselelastizitat 
manifestiert. In der I. Mitteilung wurden die GroBen: Verfestigungs- und 
Fibrinzerfallszeit einer Aktivititsstufe mit den GroBen einer anderen 
Aktivitatsstufe verglichen. In den folgenden Ausfiihrungen werden deren 
Beziehungen untereinander im Einzelfall bzw. in einer Aktivitiatsstufe 


iiberpriift. Methode und Material 


1. Thrombelastographie und quantitative Fibrinbestimmung mittels der 


Xanthoproteinreaktion. 
2. Als Quelle der fibrinolytischen Aktivitat diente Leichenblut, als Fibrinogen- 


quelle Normalplasma (naheres vgl. |. c.*). 
Ergebnisse 
I. Haufigkeit des jeweiligen Uberwiegens des friihzeitigen Ferment- 
angriffs iiber den Fibrinabbau und umgekehrt, sowie deren Abhan- 
gigkeit von der fibrinolytischen Aktivitat (Tab. 1) 











Tab. 1. 

Fibrinzerfallszeit Total T II 

Verfestigungszeit 52 26 26 

a < 0,82 19 37% 13 50% 6 23% 
I b  0,82—1,22 12 23%, 6 23% 6 23% 

e > 1,22 21 40% 7 27% 14 54%, 

a < 0,6 6 12° 6 23% 0 0 
II b  0,6—1,67 39 75% | 17 65% | 22 85% 

c > 1,67 7 13% 3 12% 4 15% 











1 P. Bierstedt, diese Z. 805, 158 [1956]. 
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Das Uberwiegen der entsprechenden Reaktionsart ist als Verhaltnis von 
Fibrinzerfallszeit zur Verfestigungszeit ausgedriickt. 


- + < 0,82 =a I < 0,6 =a II 
ie oa 0,82—1,22 =b 0,6—1,67 = b 
erfallszeit > 1,22 Kage > 1,67 is 


Aktivitatsstufe I = Fibrinolysen, deren Zerfallszeit zwischen 1,5 und 9,2 Min. lag 
IL = Zerfallszeit zwischen 9,5 und 100,0 Min. 
Total = Aufstellung ohne Beriicksichtigung der fibrinolytischen 
Aktivitat. 

In etwa 25% der Fille ist, zeitlich gesehen, der friihzeitige Ferment- 
angriff auf das Fibrin in gleichem Mae an der Fibrinolyse beteiligt wie 
dessen Abbau. In etwa 75% der Fille iiberwiegt jedoch der Anteil der 
einen Reaktionsart iiber die andere. Dabei ist der Haufigkeit nach keine 
der beiden Reaktionsarten bevorzugt. 

Die GréBe des Anteils des vorzeitigen Fermentangriffes oder des 
Fibrinabbaues ist von der Aktivitét des fibrinolytischen Ferments 
abhangig. 

Bei starker fibrinolytischer Aktivitat wird der Vorgang der Fibrino- 
lyse bevorzugt durch einen beschleunigten Fibrinabbau herbeigefiihrt. 
Bei schwacherer fibrinolytischer Aktivitét dominiert der schnelle Angriff 
des Ferments auf das sich bildende Substrat iiber die eigentliche Abbau- 
geschwindigkeit. Zerfallszeiten, die unter 60% der Verfestigungszeiten 
liegen, kamen in der Gruppe mit schwicherer fibrinolytischer Aktivitat 
schon nicht mehr vor. 

II. Aufstellung von 10 Fallen héchster fibrinolytischer Aktivitat zur 
Demonstration der engen Beziehungen zwischen Verfestigungs- und 
Fibrinzerfallszeit (Tab. 2) 


























Tab. 2. 
tk, -t- €max €max 
fot ae Fy NP NP + LS 
1 5,7’ 4,4’ 1,3’ 21,0 1,5 
10 5,8’ 1,5’ 4,3’ 17,5 0,5 
é 6,2’ 4,0’ 2,2’ 18,5 0,5 
16. 6,4’ 0,9’ 5,5’ 17,0 0,5 
4. 7,0’ 3,7 3,3’ 19,5 2,0 
2. 7,1 5,2’ 1,9’ 16,0 0,5 
7 vel 3,3’ 3,8” 12,0 0,5 
5 (Py 3,9’ 3,4’ 15,5 1,0 
8 7,4 3,3" 4,1’ 19,5 3,0 
6 7,8’ 4,2’ 3,6’ 16,0 0,5 
Mittel | 6,78’ 344 | 3,34’ — -- 
temax + tf; = Summe der Verfestigungs- und Fibrinzerfallszeit 
temax = Verfestigungszeit 
tF, = Fibrinzerfallszeit; alles in Minuten 
émax NP = maximale Gerinnselelastizitét von Normalplasma 


émax NP+LS = maximale Gerinnselelastizitat vom Fibrinolyseansatz mit Normal- 
plasma und Leichenserum 
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Bei den stirksten Fibrinolysen besteht ein enges Abhangigkeits- 
verhaltnis zwischen Fermentangriff und Substratabbau. Eine kurze 
Verfestigungszeit ist von einer relativ langen Fibrinzerfallszeit gefolgt, 
eine verhaltnismaBig lange Verfestigungszeit von einer kurzen Zerfalls- 
zeit. In einer Mittellage sind beide Zeiten gleich lang. Die Summen der 
Verfestigungs- und der Abbauzeit sind konstant, auch in den Fallen, in 
denen die Summanden variieren. 


III. Beziehungen zwischen Reaktionsart und der Starke der Vermin- 
derung der maximalen Gerinnselelastizitat 


Es besteht keine signifikante Beziehung zwischen der Reaktions- 
art und der Starke der Verminderung der maximalen Gerinnsel- 
elastizitat (zwecks Platzersparnis wurde auf die tabellarische Wiedergabe 
dieses negativen Ergebnisses verzichtet). 


Besprechung der Ergebnisse 


Aus den Ergebnissen geht hervor, dai nur bei 1/, der Fibrinolysen 
die beiden Reaktionsméglichkeiten: Vorverlegung des Fermentangriffs 
und eigentlicher Fibrinabbau einander die Waage halten. Dreimal so oft 
iiberwiegt eine Reaktionsart iiber die andere. Bei schwacher fibrino- 
lytischer Aktivitét wird die Fibrinolyse bedeutend haufiger durch eine 
stirkere Verkitrrzung der Angriffszeit des Fibrinolysins auf das in 
struktureller Entwicklung befindliche Fibrin bestritten als durch einen 
relativ schnellen Fibrinabbau. Bei starker fibrinolytischer Aktivitat ist 
der eigentliche Fibrinabbau die dominierende Reaktionsform. Das be- 
deutet, daB der Strukturbildung des Fibrins, wie sie in der Entwicklung 
einer gewissen Gerinnselelastizitaét wihrend der Verfestigungszeit in 
Erscheinung tritt, eine hohe Bedeutung fiir den Fibrinabbau zukommt. 
Bei wachsender Fermentaktivitét wird fiir einen immer schneller 
werdenden Substratabbau eine gewisse Reifungszeit immer mehr Voraus- 
setzung. 

Die Richtigkeit dieser Uberlegung geht am besten aus den experi- 
mentellen Daten unserer 10 aktivsten Fille hervor. Hier zeigt sich, 
da bei immer schneller werdender Abbaugeschwindigkeit die Ver- 
kiirzung der Verfestigungszeit nicht nur nicht mehr mitkommt, sondern 
daB schlieBlich wieder eine Verlaingerung eintritt. Die Verkiirzung der 
Verfestigungszeit mit zunehmender Fermentaktivitat, die an sich ein 
notwendiger Vorgang zur Beschleunigung des gesamten Fibrinolyse- 
vorganges ist, arbeitet allem Anschein nach, wenn sie einen hohen Grad 
erreicht, dem Angriffsvermégen des Fibrinolysins entgegen. Dadurch ist 
dem FibrinolyseprozeB eine Grenze gesetzt. Denn wenn die Festigkeit 
der Fibrinstruktur ein gewisses Minimum erreicht hat, kann die Abbau- 
geschwindigkeit nur dann noch weiter gesteigert werden, wenn die 
Festigkeit sich tiber dieses Minimum erhebt, was einer relativ ver 
langerten Verfestigungszeit entspricht. Umgekehrt werden bei vor- 
zeitigem Fermentangriff relativ verlingerte Abbauzeiten gefunden. 
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Zwischen Fibrinreifung und -abbau besteht demnach in der héchsten 
Aktivitatsstufe ein festes Abhingigkeitsverhaltnis (Tab. 2). Die GroBen 
der Verfestigungs- und Abbauzeiten kénnen hierbei weitgehend variieren, 
ihre Summen ergeben aber einen konstanten Wert. 

Es wird gefolgert, daB sowohl der Fibrinabbau als solcher, als auch 
die Vorverlegung des Fermentangriffs auf das Substrat Aquivalente der 
Fibrinolysinwirkung sind. Die Ursachen, warum in einem Fall die Vor- 
verlegung des Fermentangriffs, in einem anderen der Substratabbau 
dominiert, sind noch weitgehend unklar. 


Zusammenfassung 


Der gesamte Fibrinolyseablauf setzt sich aus einer Phase ohne und 
einer nachfolgenden Phase mit Substanzverlust zusammen. In der ersten 
Phase wird die Fibrinstruktur veraindert und mit zunehmender fibrino- 
lytischer Aktivitit eine zunehmende Vorverlegung des Beginns des 
Fibrinabbaues erzielt. In der zweiten Phase erfolgt der eigentliche fer- 
mentative Abbau. 

Die Beeinflussung (Verkiirzung) beider Phasen stellen Aquivalente 
der Fibrinolysinwirkung dar. Je starker die fibrino.ytische Aktivitat, 
um so mehr dominiert die Beschleunigung des Fibrinabbaues iiber die 
Vorverlegung des Fibrinangriffs. Bei héchster fibrinolytischer Aktivitat 
besteht zwischen beiden eine feste Abhaingigkeit: Verkiirzung der einen 
setzt eine Verlingerung der anderen voraus. So kénnen extreme Be- 
schleunigungen des Fibrinabbaues schlieBlich nur noch durch eine 
Verlingerung der Substratreifung erkauft werden. Dadurch ist dem 
Fibrinolyseablauf in der Summe der beiden GréBen eine Grenze gesetzt. 


Summary 


The process of fibrinolysis consists of two phases, the second of which 
proceeds with loss of material. In the first phase the structure of the 
fibrin is modified and with increasing fibrinolytic activity a progressive 
advancement of the onset of fibrin degradation is attained. The actual 
enzymatic degradation takes place in the second phase. The duration 
of the two phases depends on the fibrinolytic activity. The more pro- 
nounced the fibrinolytic activity, the greater is the predominance of the 
acceleration of the fibrin degradation over the advancement of the 
fibrin attack. At maximal fibrinolytic activity there is a definite rela- 
tionship between the two phases whereby shortening of the one is only 
attained by extension of the other. Extreme acceleration of the fibrin 
degradation is thus only achieved at the expense of extension of the 
substrate maturation. As a consequence the duration of the fibrinolysis 
process cannot be reduced beyond a minimum represented by the sum 
of the two phases. 
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Untersuchungen iiber die Resorption von Eisen 
im Diinndarm des Meerschweinchens 
Von 
H. Breuer und B. Kuss 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitits-Klinik Bonn, 
Direktor: Prof. Dr. Giitgemann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1956) 


Der Eisenstoffwechsel ist von besonderer Bedeutung bei Erkran- 
kungen des Magens und des oberen Verdauungstraktes. Trotz zahlreicher 
klinischer Untersuchungen!-* sind heute noch viele Fragen iiber die 
Resorption von Eisen im Diinndarm ungeklirt. Es erschien uns deshalb 
von Interesse, mit Hilfe von Tierexperimenten einen genaueren Einblick 
in den Mechanismus dieses Resorptionsvorganges zu gewinnen. 

Wahrend die von Wilson und Wiseman® zur Untersuchung des 
aktiven Transportes von Zuckern und Aminoséuren im Darm von Ratten 
und Goldhamstern beschriebene Methode an isolierten umgewendeten 
Diinndarmabschnitten bei der Anwendung auf den Darm des Meer- 
schweinchens unbefriedigende Resultate ergab, konnten wir die Eisen- 
resorption an nicht-umgewendeten Darmabschnitten”® studieren. 


Methodik und Ergebnisse 


Praparation des Darmes: Als Versuchstiere dienten erwachsene weibliche 
Meerschweinchen von 400—500 g Gewicht, die 18 Stdn. vor Versuchsbeginn vom 
Futter abgesetzt wurden. Die Tiere wurden durch einen Schlag auf den Kopf 
getétet, das Abdomen nach dem Ausbluten durch einen Mittelschnitt eréffnet 
und der Diinndarm von der Flexura duodenojejunalis bis zum Colon heraus- 
prapariert. Das Mesenterium lieB sich durch langsames Abziehen entfernen; bei 
vorsichtiger Ausfiihrung blieb der Darm unverletzt®. Der Diinndarm wurde nun 
in 3—4 cm lange Stiicke geschnitten, die zur Entfernung von Verdauungsresten 
mehrfach mit 0,9-proz. NaCl-Lésung durchgespiilt wurden. Bis zur weiteren 
Praparation wurde das Gewebe in Krebs-Ringerlésung? 5—15 Min. bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. 


1 L. Heilmeyer, Die Eisentherapie und ihre Grundlagen, Verlag S. Hirzel 
Leipzig 1944. 

2H. Schulten, Dtsch. med. Wschr. 78, 117 [1953]. 

3 B. Jasinsky u. F. Roth, Larvierte Eisenmangelkrankheit, B. Schwabe, 
Basel 1954. n 

4H. Goldeck u. E. Gadermann, Arztl. Wschr. 19, 39 [1954]. 

5 EK. Gisinger u. E. E. Reimer, Blut 1, 250 [1955]. 

6 T. H. Wilson, u. G. Wiseman, J. Physiol. 128, 116 [1954]. 

7 M. Dworetzky u. C. F. Code, Amer. J. Physiol. 166, 462 [1952]. 

8 §. Hestrin-Lerner u. B.Shapire, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 12, 533 [1953]. 
9 H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
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Manometrische und chemische Bestimmungen: Die Messung der 
Atmung erfolgte manometrisch nach Warburg!® in Krebs-Ringer-Phosphat- 
lésung, die 20 mMol Glucose enthielt. Alle GeféBe enthielten 3,0 ml Inkubations- 
medium sowie 0,3 ml 15-proz. KOH zusammen mit rund 3 cm? Filtrierpapier im 
mittleren Einsatz. Das pq der Inkubationslésung betrug vor und nach dem Versuch 
7,2. Temperatur: 37,2°; Versuchsdauer: 90 Min.; Gasphase 100% O,; Schiittel- 
frequenz: 90—100/Min. 

Die anaerobe Glykolyse wurde ebenfalls manometrisch in Krebs-Ringer- 
Hydrogencarbonatlésung bestimmt!®; die Lésung enthielt 20 mMol Glucose. 
Alle GefaiBe enthielten 3,0 ml Inkubationsmedium, dessen pq vor und nach dem 
Versuch 7,24 betrug. Temperatur: 37,2; Versuchsdauer 70 Min.; Gasphase 
95 Vol.% N, und 5 Vol.% CO,; Schiittelfrequenz: 90—100/Min. 

Die Konzentration der gesamten reduzierenden Substanzen in der Inkuba- 
tionsfliissigkeit wurde nach Hagedorn und Jensen!! ermittelt, nachdem das 
Eiwei8 vorher mit Zinkhycroxyd ausgefallt worden war. Wegen der Einfachheit 
der verwendeten Lésungen wurde auf einen spezifischen Nachweis der Glucose 
verzichtet. 

Die Eisenbestimmungen erfolgten in Anlehnung an die Vorschrift von 
Heilmeyer und Plétner!: 0,1—0,4 ml der auf Eisen zu priifenden Inkubations- 
lésung wurden mit 0,5 ml 6-n. HCl tropfenweise versetzt und 10 Min. bei Zimmer- 
temperatur unter mehrfachem Umschiitteln stehen gelassen. Dann wurden 1,0 ml 
einer 20-proz. Trichloressigsiurelésung langsam zugegeben, wiederum 10 Min. 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen und anschlieBend 15 Min. zentrifugiert. 
1,0 mi der iiberstehenden Fliissigkeit wurden in einem 2,5-ml-MeBkélbchen mit 
0,1 ml einer 1-proz. athanolischen p-Nitrophenollésung versetzt, mit 20-proz. NH, 
neutralisiert und mit 0,5-n.H,SO, bis zum Umschlag des Indikators von Gelb nach 
Farblos angesiuert. Nach Zugabe von 0,2 mi einer 2-proz. Hydrochinonlésung 
und 0,2 mi einer 1-proz. Lésung von o-Phenantrolinhydrochlorid wurde zur Marke 
aufgefiillt und nach 10 Min. bei 500 mu im Beckman-Spektralphotometer, Modell 
DU, gegen einen Reagenzienleerwert gemessen. 


Versuche mit umgewendeten Darmsackchen 


Umgewendete Darmsickchen® zum Studium des Transportes von Substanzen 
von der Mucosa- zur Serosaseite erwiesen sich beim Meerschweinchen — im 
Gegensatz zu Ratten und Goldhamstern® — zur Untersuchung aktiver Trans- 
port- oder Resorptionsvorginge als ungeeignet. Das Bestehen von Konzentrations- 
gradienten sprach zwar gegen eine Undichtigkeit des umgewendeten Darm- 
abschnittes. Es kam aber offenbar zu einer nicht durch Stoffwechselvorginge be- 
dingten Diffusion der im Lumen befindlichen Fliissigkeit nach auBen; diese Dif- 
fusion iiberlagerte die zu messenden Transport- und Resorptionsvorginge und 
machte ihre Interpretation und quantitative Auswertung unmdglich. 


Versuche mit nicht-umgewendeten Darmsackchen 


Die Anwendung von Darmsackchen, die nach dem Einfiillen von Fliissigkeit 
an beiden Enden verschlossen werden, ist insbesondere von Hestrin-Lerner 
und Shapiro® beim Studium der Glucose-Resorption im Darm von Ratten be- 


. schrieben worden. Die wegen des relativ geringen Fliissigkeitsvolumens im Innern 


des Darmsackchens leicht zu verfolgenden Konzentrationsinderungen geben einen 
Anhalt fiir die GréBe und Schnelligkeit der Resorption. 

Die Praiparation der Darmsiackchen erfolgte in analoger Weise wie die Her- 
stellung umgewendeter Darmsickchen; auf der Serosa- und Mucosaseite befanden 
sich Salzlésungen gleicher Konzentration. Wir haben in einigen orientierenden 
Versuchen am oberen und mittleren Jejunum des Meerschweinchens ahnliche 


10 O. Warburg, Biochem. Z. 142, 317 [1923]. 

11 C, H. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 135, 46 [1923]. 

12 L. Heilmeyer u. K. Plétner, Das Serumeisen und die Eisenmangel- 
krankheit, G. Fischer, Jena 1937. 
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Ergebnisse wie Hestrin-Lerner und Shapiro® erhalten. Unter aeroben Be- 
dingungen nahm die Konzentration der Glucose im Innern der Darmsickchen 
(Mucosa-Seite) sehr schnell ab, wihrend im AuBenmedium nur geringe Konzen- 
trationsinderungen beobachtet wurden; unter anaeroben Bedingungen ver- 
schwand nur wenig Glucose aus dem Darminnern. 

Nach diesen orientierenden Versuchen haben wir die Aufnahme von Fe? 
durch die Mucosa und die Serosa des mittleren Jejunums néher untersucht. Das 
Arbeiten mit Salzlésungen, die Fe®® enthalten, bietet gewisse Schwierigkeiten, da 
wegen der unteren Empfindlichkeitsgrenze der Bestimmungsmethode die Kisen- 
konzentration zwischen 0,05 und 0,2 mMol betragen mu. In Krebs-Ringer- 
Lésungen, die Fe?® in diesen Konzentrationen enthalten, bildet sich nach Ab- 
puffern mit Phosphat oder Hydrogencarbonat auf py 7,0—7,2 im Verlaufe von 
20—30 Min. bei 37° ein feiner Niederschlag, der je nach Art der Lésung aus Eisen- 
phosphat, Eisencarbonat und Eisenhydroxyd besteht; auch bei Verwendung von 
Veronalpuffer (0,1-m.) im py-Bereich von 6,8—7,4, sowie von Phosphatpuffer 
(0,066-m.) bei px 5,6—6,4 traten Niederschlage auf. Es ist nicht anzunehmen, daB 
die Niederschlagsbildung einen Einflu8 auf die Resorptionsvorginge hat, denn in 
dem MaBe, in dem Eisen vom Gewebe gebunden wird, erfolgt Nachlieferung aus 
dem Bodenkérper. Die Schwierigkeiten sind vielmehr methodischer Art: Der 
Eisenniederschlag macht eine quantitative Eisenbestimmung unméglich. Nach 
Beendigung der Versuche wurden deshalb die eisenhaltigen Inkubationslésungen 
mit 1/,) ihres Vol. 10-proz. Salzsiiure versetzt, gut durchgeschiittelt und ein ali- 
quoter Teil zur Eisenbestimmung verwendet. 

Wir haben die Resorption von Fe?® durch die Mucosa und Serosa des mittleren 
Jejunums bei pq-Werten von 6,0 und 7,2 gepriift. Die Versuche wurden in Krebs- 
Ringer-Lésungen ausgefiihrt, denen FeCl, (p. a. Merck) in einer Endkonzentration 
von 0,1 mMol zugesetzt worden war; solche Lésungen sind bei 1—2° fiir 8 Tage 
haltbar. Alle Lésungen wurden mit Sérensen-Phosphatpuffer (0,066-m.) auf den 
gewiinschten py-Wert eingestellt und enthielten 20 mMol Glucose. 

Atmung in eisenhaltigen Lésungen bei py 6,0 und 7,2: Zunachst 
interessierte uns die Frage, ob der Oxydationsstoffwechsel von Jejunumabschnitten 
durch Zusatz von Fe®® zu normalen Salzlésungen bei verschiedenen py-Werten 
beeinflu8t wird. Der Qo,* in normaler Krebs-Ringerlésung von px 7,2 betrug 7,8 
(11 Werte), in eisenhaltiger Krebs-Ringerlésung 7,5 (22 Werte); die Atmung war 
also in beiden Lésungen praktisch gleich groB. In eisenfreien und eisenhaltigen 
Krebs-Ringerlésungen von px 6,0 war die Sauerstoffaufnahme rund 10% geringer; 
der mittlere Qo. betrug in beiden Lésungen 6,7 (12 Werte). Die Atmung von 
Jejunumabschnitten wurde demnach durch den Zusatz von 0,1 mMol. FeCl, nicht 
verandert. 

Aufnahme von Fe2® durch die Mucosa und Serosa: Alle Versuche 
wurden mi‘ mittleren Jejunumabschnitten durchgefiihrt. Jeweils 2 Dimndarm- 
sickchen wurden in 15 ml O,-gesatt. Inkubationsmedium bei 37° geschiittelt. 
Um eine Diffusion von Eisen zu vermeiden, befanden sich auf der Innen- und 
AuBenseite der Darmsickchen Lésungen gleicher Konzentration. Bereits 2—3 Min. 
nach Einfiillen der Salzlésung in das Darmsickchen hatte sich ein Konzentrations- 
unterschied ausgebildet (Abb. 1), der in Lésungen von pq 6,0 nach 30 Min. am 
gréBten war. Bei py 7,2 blieb der Konzentrationsgradient i im untersuchten Zeit- 
raum von 24%4—60 Min. unverandert. Abb. 1 zeigt weiterhin deutlich, daB nicht 
nur die Mucosa, sondern auch die Serosa Eisen aufnimmt. 

Fir eine quantitative Aussage iiber die Eisenaufnahme durch das Gewebe 
mu8, wie bei den Versuchen iiber die Resorption von Glucose, der Quotient 
Qre®® berechnet werden. Dabei ist Qre?® definiert als Anderung der Eisenmenge in 
wl auf der Mucosa- bzw. Serosaseite waihrend der Versuchsdauer/g Trocken- 
gewicht x Stdn. Qre ist ein MaB fiir die absol. Eisenmenge, die vom Gewebe 
aufgenommen wird. Fir die Mucosaseite war Qre?® negativ, da ja die Konzen- 





* ul O,/mg Trockengewicht x Stde. 











In] 





Bd. 308 (1957) Resorption von Eisen im Diinndarm des Meerschweinchens 27 


tration von Fe®® im Darmlumen kleiner wurde und die Fliissigkeitsmenge sich 
nur unwesentlich anderte. Er stieg bei py-Werten von 6,0 und 7,2 sehr schnell 
an und erreichte nach 30 Min. ein Maximum, um dann im Verlauf der nachsten 


4 6,0 7,2 6,0 7,2 6,0 7.2 Py 
oe 
me Y }} YA 
2 5 5 YW. AG 
A V/, 3 ] 


400; V/ sg ] 
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Abb. 1. Konzentrationsgradienten fiir Fe®® in nicht-umgewendeten Darmsickchen 
(mittleres Jejunum) von Meerschweinchen bei py 6,0 und px 7,2. 
Inkubationslésung: Krebs-Ringer-Phosphat mit 20 mMol Glucose; 37°; Gasphase 
100% O,. Fliissigkeitsvol. auf der Mucosaseite 0,5 ml, auf der Serosaseite 15 ml. 
Gestrichelte Saulen: Serosa; WeiBe Saéulen: Mucosa. 
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Eisen- 


aufnahme (Qre?®) der Mucosa und Serosa 

nicht-umgewendeter Darmsackchen (mitt- 

leres Jejunum) vom Meerschweinchen 

in Lésungen von pq 6,0 und 7,2. Inku- 

bationslésung: Krebs-Ringer-Phosphat po? 

mit 20 mMol Glucose; 37°; Gasphase Ye 

100% O,. Konzentration an Fe® 0,1 -50 

mMol. Jeder Kurvenpunkt ist ein Mittel- 

wert aus mindestens 6 Bestimmungen. 

Fe®®-Aufnahme durch die Serosa bei 
pH 6,0: a—a bei py 7,2: e—e. 

Fe2®-Aufnahme durch die Mucosa bei ar 
pu 6,0: A—A bei py 7,2: =—m. 




















0 30 60 

Min. —> 
30 Min. wieder etwas abzunehmen (Abb. 2). Nach 30 Min. langer Inkubation wurde 
also von der Mucosa kein Eisen mehr aufgenommen, vielmehr kam es zu einer 
leichten Zunahme der absol. Eisenkonzentration im Darmlumen. 
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Auch der Qre?® fiir die Serosaseite zeigte ein negatives Vorzeichen; seine 
Werte sind jedoch um das 3—5-fache héher als die der Mucosaseite (Abb. 2). 
Die Aufnahme von Eisen durch die Serosa verlief ebenfalls sehr schnell wahrend 
der ersten Min.; Bei py 6,0 nahm die Resorption auch nach 30 Min. noch deutlich 
zu, wahrend sie bei py 7,2 nach 30 Min. nur noch sehr gering war. 


Besprechung der Ergebnisse 


Versuche mit umgewendeten Diinndarmabschnitten: Um- 
gewendete Diinndarmabschnitte von Meerschweinchen erwiesen sich im 
Gegensatz zu solchen von Ratten und Goldhamstern zum Studium des 
aktiven Transportes als ungeeignet. Méglicherweise ist das darauf zu- 
riickzufiihren, daB die Mucosa des Meerschweinchendiinndarms emp- 
findlicher ist als die der Ratte und des Goldhamsters*. Vergleichende 
histologische Untersuchungen legen die Vermutung nahe, daB diese Emp- 
findlichkeit vor allem von der Entwicklung der muscularis mucosae ab- 
haingt. Wir konnten feststellen, da diese beim Meerschweinchen be- 
deutend schwicher ausgebildet ist als beim Goldhamster und bei der 
Ratte. Gleichsinnige Unterschiede fanden sich an der muscularis propria. 

Versuche mit nicht-umgewendeten Diinndarmabschnit- 
ten: Nichtumgewendete Diinndarmabschnitte eignen sich weniger zum 
Studium des aktiven Transportes als vielmehr der Resorption, voraus- 
gesetzt, daB sich auf beiden Seiten des Darmsickchens Losungen gleicher 
Konzentration befinden. 

Wir nehmen an, daB die Aufnahme von Fe?® durch die Mucosa 
und Serosa unter unseren Versuchsbedingungen ein aktiver ProzeB ist, 
da eine Diffusion ausscheidet. Sowohl die Serosa als auch die Mucosa 
des mittleren Jejunums des Meerschweinchens nahmen in vitro bei px 6,0 
mehr Eisen auf als bei pu 7,2. Ein weiteres, unerwartetes Ergebnis ist 
die relativ geringe Eisenresorption der Mucosa, verglichen mit jener der 
Serosa. Wie ein Vergleich der Quotienten Q»,2° zeigt, war bei pa-Werten 
von 6,0 und 7,2 die Eisenaufnahme durch die Serosa um das 3—5-fache 
groBer als durch die Mucosa. Zwei Méglichkeiten kénnen zunachst zur 
Erklarung dieses Befundes herangezogen werden: 

1. Die Resorptionsfahigkeit der Serosa unter unseren Versuchs- 
bedingungen ist tatsachlich gréBer als die der Mucosa. 

2. Die Eisenaufnahme der Mucosa und Serosa haingt von der Eisen- 
konzentration der umgebenden Lésung ab. Wegen des gréBeren Volumens 
auf der Serosaseite anderte sich die Eisenkonzentration wahrend des 
Versuches nur wenig, und die angebotene Eisenmenge war vielleicht 
groB genug, um eine weitere Resorption durch das Gewebe zu ermég- 
lichen. Mit der experimentellen Priifung beider Méglichkeiten sind wir 
beschaftigt. 

Die Aufnahme von Eisen durch die Mucosa verlief in unseren Ver- 
suchen sehr schnell und erreichte bald einen Maximalwert, der még- 


* Privatmitteilung von Dr. G. Wiseman, Department of Physiology, Uni- 
versity of Sheffield. 














Bd. 308 (1957) Resorption von Eisen im Diinndarm des Meerschweinchens 29 


licherweise einen Sattigungswert (Mucosablock) darstellte. Dieser war 
in Lésungen von px 7,2 nach rund 10 Min. erreicht, wahrend bei px 6,0 
bis zur 30. Min. eine stetige Eisenaufnahme zu beobachten war. In diesem 
Zusammenhang sei erwahnt, daB Hestrin-Lerner und Shapiro? fir 
Glucose ebenfalls eine sehr schnelle Aufnahme aus dem Lumen wahrend 
der ersten 15 Min. feststellten, die nach 30 Min. ihr Maximum erreicht 
hatte. Im Gegensatz zur Mucosa nahm die Serosa bei px 6,0 auch nach 
30 Min. noch Eisen auf, ohne daf8 wahrend der Versuchszeit (60 Min.) 
eine Verlangsamung der Resorption auftrat; bei pu 7,2 war der Eintritt 
von Eisen in die Serosa nach 30 Min. zwar erheblich verlangsamt, ein 
volliger Stillstand wurde jedoch nicht beobachtet. Es ist interessant, 
daB nach einer Versuchsdauer von 30 Min. die Quotienten der Eisen- 
resorption fiir die Mucosaseite wieder abnahmen; eine Deutung dieses 
Befundes ist im Augenblick noch nicht médglich. Es ist unwahrschein- 
lich, daB die Zunahme der Eisenmenge im Innern des Darmsickchens 
die Folge einer Wiedergabe von Eisen aus der Mucosa war. 

Wir danken Frau I. Pechthold, Fri. M. Jack und Fri. M. E. Miller fir 
ihre Mithilfe bei der Ausfiihrung der Versuche. 

Die Untersuchungen wurden durch eine Sachbeihilfe der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Die Resorption von Fe?® wurde an nichtumgewendeten Diinndarm- 
sickchen aus dem mittleren Jejunum von Meerschweinchen untersucht. 
Durch Fe?® wurde der Oxydationsstoffwechsel der Darmsiackchen nicht 
beeinfluBt. Die Serosa nahm unter aeroben Bedisigungen aus eisenhal- 
tigen Krebs-Ringerlésungen von px 6,0 und 7,2 drei- bis fiinfmal mehr 
Eisen auf als die Mucosa. Die Eisenaufnahme der Mucosa verlief wihrend 
der ersten 5 Min. sehr schnell, kam jedoch nach 30 Min. zum Stillstand. 
Dagegen resorbierte die Serosa, besonders bei pu 6,0, Fe?® wihrend des 
ganzen untersuchten Zeitraumes (60 Min.). 

Umgewendete Diinndarmabschnitte von Meerschweinchen sind zum 
Studium des aktiven Transportes von Glucose wegen ihrer Mucosa- 
Struktur ungeeignet. . 

Summary 

The resorption of divalent iron has been investigated with sacs of 
non-everted intestine from the middle of jejunum of the guinea pig. 
The oxidation metabolism of the sacs is not affected by divalent iron. 
Under aerobic conditions the serosa absorbed 3 to 5 times as much iron 
as the mucosa from iron-containing Krebs-Ringer solution of px 6.0 
and 7.2. The absorption of iron by the mucosa proceeded very rapidly 
during the first 5 mins. but ceased after 30 mins. The serosa, on the 
other hand, absorbed divalent iron during ghe whole test period of 
60 mins., the absorption being particularly marked at px 6.0. Everted 
sections of the small intestine of the guinea pig are unsuited for the study 
of the active transport of glucose on account of their mucosal structure. 
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Eine Schnellmethode zum Nachweis reduzierender Zucker 
auf Rundfilterchromatogrammen 
Von 
H. Venner und W. Herb 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena 
(Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll), der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1956) 


Zum papierchromatographischen Nachweis der verschiedenen Kohlen- 
hydrate wurde eine Reihe von Verfahren angegeben!, die sich zum Teil 
fiir eine moéglichst genaue Bestimmung der Ry-Werte sehr gut eignen?; 
allen Verfahren ist jedoch gemeinsam, dal} sie lange Zeitriume bendtigen 
und. teilweise komplizierte Apparaturen erfordern, um die Konstanz der 
Versuchsbedingungen wihrend der relativ langen Laufzeit zu sichern. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche hatten das Ziel, zu einer 
fiir Routineuntersuchungen geeigneten Methode zu gelangen, um damit 
Problemstellungen angehen zu kénnen, die eine schnelle Analyse erfordern. 
Dabei wurde auf.eine méglichst gute Trennleistung und eine gute Repro- 
duzierbarkeit der Ry-Werte geachtet’. 

Infolge der geringen Laufzeit konnte der apparative Aufwand auf 
ein Minimum beschrankt werden. Bei Verwendung des bewahrten Papiers 
Schleicher & Schiill 2043b* entsprachen zwei Losungsmittelgemische 
diesen Forderungen: 


Gemisch 1: Butanol-Athanol-NH,-Wasser (40:10:1:49) 
Gemisch 2: Butanol-Aceton-NH;-Wasser (40:50:3:15)5 


1 F.G. Fischer u. H. Dorfel, diese Z. 297, 164 [1954]; M. A. Jermyn u. 
F. A. Isherwood, Biochem. J. 44, 402 [1949]; F. A. Isherwood u. M. A. Jer- 
myn, Biochem. J. 48, 515 [1951]; 8S. M. Partridge, Nature [London] 164, 443 
[1949]; O. Lideritz u. O. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 136, 548 [1952]; 
W.E. Trevelyan, D.P. Procter u. J.S. Harrison, Nature [London] 166, 
444 [1950]; L. Hough, J. K. N. Jonesu. E. L. Richards, J. chem. Soc. [London] 
1952, 3854; K. V. Giri u. V.N. Nigam, Naturwissenschaften 40, 343 [1953]; 
W. H. Wadman, Gwen J. Thomas u. A. B. Pardee, Analytic. Chem. 26, 1192 
[1954]; R. J. Bayly u. E.J. Bourne, Nature [London] 171, 385 [1953]; F. 
Cramer, Papierchromatographie, 2. Aufl., Verlag Chemie Weinheim/Bergstr. 
1953; F. Cramer, Angew. Chem. 62, 73 [1950]; 68, 449 [1951]; S. M. Par- 
tridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]; F. Neumann, Z. analyt. Chem. 148, 316 
[1954]. 

2 Es sei besonders auf die ausfiihrlichen Untersuchungen von M. A. Jermyn 
und F, A. Isherwood hingewiesen, die auch die Zusammenhange zwischen Konsti- 
tution und Rg-Werten der Zucker behandeln. 

3 H. Venner, Naturwissenschaften 42, 179 [1955]. 

4 Zu allen Versuchen wurde nichtimprigniertes Papier verwendet; Versuche 
mit impragniertem Papier zeigten keine Vorteile. 

5 Das Gemisch bildet eine Phase. 
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Die beiden Gemische ergaben sich aus Serienversuchen bei Kombination 
von Butanol, Eisessig, Athanol, Aceton, Essigester, Pyridin, Anilin, Ammoniak 
und Wasser in verschiedener Weise und unter wechselnden Volumenverhiltnissen. 

Lésungsmittelgemische auf der Basis von Essigester ergaben allgemein 
auBerst kurze Laufzeiten, wobei die Substanzen meist mit der Front wanderten. 

Im System Butanol-Aceton-Wasser zeigten sich folgende Verhilt- 
nisse : 

a) Verwendung von weniger als 10 Volumen-% Wasser: Substanzen wan- 
dern nicht; sehr schneller Lauf. 

b) Verwendung von mehr als 60 Volumen-% Aceton: sehr schneller Lauf, 
Hexosen und Pentosen zeigen Ry-Werte in der Gegend von 0,5; es 
treten jedoch sehr breite Ringzonen auf. 


Rundfilterchromatogramm eines Ge- 
misches verschiedener Zucker. Von 
innen nach auBen: Lactose, Galak- 
tose, Ribose, 2-Desoxyribose. 8 Ge- 
mische durch radiale Schlitze ge- 
trennt. 
Papier Schleicher & Schiill 2043b, 
Durchmesser 13 cm. Farbung mit 
Anilin-hydrogenphthalat; Butanol- 
Wasser-Essigsiure (40:50:10), 
D,auer 90 Min. 





c) Mit Butanol und Aceton in etwa gleichen prozentualen Volumenver- 
haltnissen (40 bis 60: 60 bis 40%) lassen sich schmale Ringe erzielen, 
wobei ein steigender Wassergehalt die Ry-Werte unter Verlangsamung 
der Laufzeit vergréBert. 

d) Zusatz von Pyridin oder Ammoniak in Volumenverhiltnissen von etwa 
1—5% verbessert die Randschiarfe der Zonen, ohne die tibrigen Be- 
dingungen wesentlich zu verandern. 

Diese Betrachtungen gelten im Temperaturbereich von etwa 18—23°. 

AuBerhalb dieser Grenzen wurden keine Untersuchungen vorgenommen. 

Wenn mit den urspriinglich meist verwendeten Rundfiltern vom 

Durchmesser 12 cm keine befriedigende Trennung erzielt werden konnte, 

wurden unter Beibehaltung der tibrigen Bedingungen Rundfilter vom 

Durchmesser 26 cm benutzt, jedoch muBte in diesem Falle auf eine ge- 

niigende Sattigung der umgebenden Atmosphire geachtet werden, was 

vorher infolge geringen Volumens der ,,Kammer“ nicht erforderlich war. 

Die urspriingliche Laufzeit von (im Durchschnitt) etwa 1 Stde. verlaingerte 

sich dadurch um ungefahr 3 Stdn. 
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Es wurden jeweils 4—8 Zuckerproben in einer Entfernung von 0,8 
bis 1 em vom Mittelpunkt gleichmaBig aufgetragen, wobei es unter Um- 
stinden vorteilhaft ist, die einzelnen Sektoren durch radiale Schlitze im 
Papier voneinander zu trennen (siehe die Abb.). 


Folgende Trennungen im Gemisch 2 konnten erzielt werden: 





Rundfilter 12 cm 


Rundfilter 26 cm 





Lactose/Maltose 

Glucose/Mannose 

Galaktose/Mannose 
Arabinose/Xylose/Ribose 
Ribose/Mannose/2-Desoxy-ribose 
2-Desoxy-tetrose/Ribose/2-Desoxy-ribose 


AuBerdem Gemische von Kohlenhydraten mit weiter 


auseinanderliegenden Ry-Werten 


Nebenstehende Tren- 
nungen, auBerdem: 

Glucose/Galaktose 

Fructose/Sorbose 





Die Zucker wiesen dabei die in der folgenden Tabelle angegebenen Ry- 








Werte auf. 
Identifizierung der Chromatogramme. 

Farbreaktion mit |untere Nach-|Farbreaktion mit 

Ry* Zucker Anilinhydrogen- weisgrenze, | p-Nitrophenyl- 
. phthalat etwa hydrazin 
0,23 Lactose grau-braun 
0,26 Maltose grau-braun 
0,38 Galaktose rot-braun 
0,42 Glucose rot-braun 2—3 y 
0,43 Fructose grau-braun 
0,445 | Glucosamin rot-braun 
0,45 2-Desoxy- 
tetrose gelb-braun (blaf) braunlich-gelb 
0,45 Sorbose grau-braun 
0,46 Mannose rot-braun 
0,47 Arabinose violett-braun 2—3 y 
0,50 Xylose violett-braun 
0,53 Ribose violett-braun 1—2 y 
0,54 Lyxose violett-braun 
0,60 Rhamnose violett-braun 
0,62 2-Desoxy-ribose] gelb-braun (bla) 5—6 y zunichst ziegel- 
rot, dann zi- 
tronengelb 








* Ry-Werte im System Butanol-Aceton-N H,- Wasser. 








Bei den nachstehenden Gemischen ist auch bei Verwendung von 
Rundfiltern mit einem Durchmesser von 26 cm lediglich eine fiir quali- 
tative Analysen geeignete Trennung zu erzielen, wobei die reinen Kom- 


ponenten als Vergleich mitlaufen sollen: 


Glucose, Galaktose, Lactose; Glucose, Galaktose, Maltose; 


Glucose, Galaktose, Mannose. 











el- 


li- 
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Diese 3 Gemische lassen sich jedoch bei Verwendung von 12-cm- 
Rundfiltern trennen, wenn man nach der Durchlaufmethode arbeitet. 

Folgende Zucker konnten untereinander nicht getrennt werden: 
Sorbose, Mannose, Arabinose, sowie Ribose, Lyxose. 

An Stelle von Anilin-hydrogenphthalat kann zur Farbung mit gutem 
Erfolg 2.2'-[4.4’-Stilbenylen]-bis-[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium-2-chlorid] 
(STC) (vgl. nachstehende Mitt.*) verwendet werden; jedoch ist in diesem 
Falle die Verwendung des sauren Lésungsmittelgemisches nach Partridge 
zu vermeiden. Bei der schnellen qualitativen Analyse der reduzierenden 
Zucker ist jedoch dem Anilin-hydrogenphthalat meist der Vorzug zu 
geben. 

Bei der papierchromatographischen Untersuchung von 2-Desoxy- 
zuckern wird vorteilhaft Partridge -Mischung verwendet, wenn mit Ani- 
lin-hydrogenphthalat gefirbt werden soll, da bei Anwendung unserer 
beiden Lésungsmittelgemische die Farbintensitét der Flecken ungiinstig 
beeinfluBt wird. Allerdings wird mit Partridge-Gemisch die Laufzeit 
wiederum wesentlich verlangert. Aus den gleichen Griinden ist STC zur 
Anfarbung von 2-Desoxy-Zuckern wenig geeignet. Daher wurde versucht, 
unter Verwendung eines der beiden angegebenen Lésungsmittelgemische 
mit Hilfe anderer Farbemethoden bessere Resultate zu erzielen. Das ge- 
lang mit p-Nitrophenylhydrazin, das von der kolorimetrischen Analyse 
der 2-Desosen bekannt ist’. 

Die 2-Desoxy-Zucker markieren sich dabei als hellgelbe bis braiun- 
lich-gelbe Flecken, die im frischen Zustand unter der Quarzanalysen- 
lampe kraftige blau-violette Fluorescenz zeigen. 

Auf gutes Auswaschen des Reagens mit Methanol und Athanol ist, 
wie unten angegeben, zu achten, da sonst betrachtliche Untergrund- 
farbung auftreten kann. 

Aussichtsreich erscheint auch ein Nachweis der Kohlenhydrate in Form der 
Schwermetallkomplexe ihrer Formazane durch Bespriihen der mit alkoholischer 
Phenylhydrazin-Lésung vorbehandelten Chromatogramme mit Kupfer-, Kobalt- 
oder Nickel-Ionen enthaltenden alkalischen Diazotatlésungen aromatischer Amine 
oder durch nachtragliches Behandeln der gebildeten Formazane mit den Schwer- 
metall-Ionen. In gleicher Weise kann man auch die mit p-Nitrophenylhydrazin 
angefarbten Flecken behandeln. Im allgemeinen reicht jedoch einfache Behandlung 
mit p-Nitrophenylhydrazin und anschlieBendes Auswaschen mit Methanol und 
Athanol aus. 

Versuche, Xanthydrol® als spezifisches Nachweisreagens fiir 2-Desoxy- 
Zucker auf Papierchromatogrammen zu benutzen, scheiterten an der starken 
Untergrundfarbung, die nicht durch Auswaschen mit den iiblichen Lésungsmitteln 
entfernt werden konnte. 


6 W. Herb u. H. Venner, diese Z. 308, 36 [1957]. 

7 J. M. Webb u. H. B. Levy, J. biol. Chemistry 218, 107 [1955]. 

8 M. M. Pesez, Extrait des Annales pharmazeutiques Francgaises X, 104 
[1952]; V. Arreguine u. P. E. Pasqualis, Rev. Univ. nac., Cordoba [Argentine] 
32, 439 [1945]. 
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Beschreibung der Versuche 


Auf ein Rundfilter Schleicher & Schill 2043b Mgl. werden einige mm? 
Zuckerlésung, entspr. 30—100 y Zucker, mit einer Blutmischpipette in der oben 
beschriebenen Anordnung aufgebracht®. Im Mittelpunkt des Rundfilters wird ein 
Wattedocht eingefiihrt!® und das so vorbereitete Papier iiber eine Petrischale oder 
ein Uhrglas von etwa 12 cm Q gelegt. Das voluminése Dochtende taucht in eine 
kleinere Petrischale von etwa 4 cm (Q\, die das Lésungsmittelgemisch enthalt und 
sich in der Mitte der groBen Schale befindet. Mit einer zweiten Petrischale oder 
einem zweiten Uhrglas von gleichem Durchmesser wird abgedeckt und wenn die 
Front die Nahe des Randes erreicht hat, abgebrochen und die Front markiert. 
Wenn 26-cm-Rundfilter verwendet werden, soll die Schale mit dem Lésungsmittel- 
gemisch etwa ¥ Stde. vor Beginn des ersten Chromatogramms mit dem Lésungs- 
mittelgemisch versehen werden. AnschlieBend wird getrocknet!! und gefarbt. 
Die Analysendauer betragt bei Verwendung des Lésungsmittelgemisches 2 und 
Anilin-hydrogenphthalat als Farbreagens insgesamt etwa 75 Min. Fir Durch- 
laufchromatogramme werden die Rundfilter am Rand so ausgeschnitten, daB man 
in regelmaBigen Abstiénden méglichst gleichmaBige Zacken erhalt. Die Spitzen der 
Zacken beriihren die Innenwand eines daruntergesetzten Trichters, der das ab- 
flieBende Lésungsmittelgemisch auffaingt und ableitet. 


Sprihreagenzien 

a) Anilin-hydrogenphthalat wird nach Partridge? hergestellt. Das 
Reagensgemisch ist taglich neu anzusetzen. 

b) 2.2’-[4.4’-Stilbenylen]-bis-[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium-2- 
chlorid]: Eine ausfithrliche Angabe der Farbebedingungen s. nachstehende Mitt.°. 

c) p-Nitrophenylhydrazin: Es wird mit einer 0,25-proz. Lésung in 
Athanol bespriiht- und 20 Min. bei 100° entwickelt. Dabei bildet sich zunachst 
eine gelbe Farbung der Zuckerzone. Das iiberschiissige p-Nitrophenylhydrazin 
wird durch Waschen mit Methanol und Athanol entfernt. Die eigentliche Farb- 
entwicklung erfolgt durch einige Sekunden langes Eintauchen in 0,5-n. athanol. 
NaOH. AnschlieBend wird das iiberschiiss. Alkali sofort mit Athanol ausgewaschen 
und das Chromatogramm an der Luft getrocknet. Dabei schligt die Farbe von 
Ziegelrot nach Gelb um, wahrend sich 2-Desoxytetrose als braunlich-gelbe Zone 
markiert. 

d) Phenylhydrazin-Tetrazotat: Das Chromatogramm wird kurz durch 
eine 1-proz. methanol. Phenylhydrazin-Lésung gezogen und in der Warme ge- 
trocknet. Als Spriihreagens werden 10 mg Tetrazoniumbetain aus 4.4’-Diamino- 
stilbendisulfonsaure-(2.2’)1* in 0,6 mi eiskalter 1-n. NaOH gelést und mit ungefahr 
10 ml kaltem Wasser verdiinnt. Die alkalische Tetrazotatlésung ist nur kurze Zeit 
bestandig und soll daher stets frisch angesetzt werden. Die Kohlenhydrate er- 
scheinen als purpurfarbene Flecke, die nach Rot umschlagen. 

Durch anschlieBendes Bespriithen mit einer 1-proz. war. Kupferacetat- 
lésung erhalt man bestandige, tiefblaue, mit der entsprechenden Kobaltsalzlésung 
rote bis purpurrote Flecke. 

Fir die Durchfiihrung von Versuchen danken wir Frl. E. Gildenpfennig. 


® Fir qualitative Zwecke erwies sich eine Blutmischpipette hinsichtlich’ der 

Volumenabmessung im allgemeinen als ausreichend. 

10 Man nimmt ein etwa bohnengrofBes Stiick Watte und zwirbelt es an einem 
Ende sehr stark zusammen, wihrend das andere Ende méglichst voluminés bleibt. 

11 Will man die Chromatogramme fiir quantitative Analysen gemaB der 
nachstehenden Mitteil. benutzen, so empfiehlt es sich, die Trocknung bei Zimmer- 
temperatur vorzunehmen. 

12 §.M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 

13 4,4'-Diamino-stilben-disulfonsaure-(2.2’) ist eine Ausgangssubstanz der 
organischen Farbstoff-Industrie. Das Tetrazoniumbetain ist in fester Form be- 
standig. 
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Zusammenfassung 


Es wird iiber eine Schnellmethode zum Nachweis reduzierender 
Zucker auf Rundfilterchromatogrammen im System Butanol-Aceton- 
Ammoniak-Wasser (40: 50:3: 15) und iiber die Anfarbung der 2-Des- 
oxy-Zucker und der iibrigen Zucker berichtet. 


Summary 


A rapid method is described for the detection of reducing sugars 
on paper disc chromatograms using butanol-acetone-ammonia-water 
(40: 50:3: 15) as solvent system. Details are given of the technique 
employed for revealing the 2-desoxy sugars and the other sugars. 


3* 
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Eine Schnellmethode 
zur quantitativen Bestimmung reduzierender Zucker 
auf Rundfilterchromatogrammen 


Von 
W. Herb und H. Venner 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena 
(Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll), der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1956) 


Von der Vielzahl qualitativer Nachweise fiir reduzierende Zucker 
sind augenblicklich nur zwei fiir die quantitative Bestimmung ver- 
wertbar: Die Anwendung ammoniakalischer Silbersalzl6sung und die 
Reduktion von Tetrazoliumsalz zum entsprechenden Formazan. 


Der empfindlichste Nachweis ist die Silbermethode. Nachteilig sind dabei 
allerdings die Nichteluierbarkeit der Flecken und der sehr schmale MeBbereich. 
Die etwas unempfindlichere Reaktion mit 2.3.5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid 
(TTC) hat den Vorteil, daB der Farbstoff leicht eluierbar und relativ bestandig ist 
und zudem eine hohe molare Extinktion aufweist. 

Der Nachweis mit TTC geht auf Mattson und Mitarbb. zuriick, die 1947! 
erstmalig reduzierende Zucker qualitativ und 1950? auch quantitativ in vitro 
bestimmten. Die ersten qualitativen und quantitativen papierchromatogra- 
phischen Bestimmungen wurden 1950 von W allenfels*® durchgefihrt. 

Diese Methode wurde in der Folgezeit weiter ausgearbeitet und verbessert* 7, 

Ein Nachteil der Bestimmung ist der hohe Alkaligehalt der Reagenslésung. 
Dadurch entsteht infolge alkalischer Hydrolyse der Cellulose ein ,,Papierleerwert“, 
der die Empfindlichkeit der Methode begrenzt. AuBerdem kommt es zu uniiber- 
sichtlichen Abbau- und Umlagerungsreaktionen der Kohlenhydrate* und dem- 
zufolge zu einer nichtstéchiometrischen Farbstoffabscheidung. Beide Faktoren 
sind zudem stark temperaturabhangig. Aus diesen Griinden konnen keine all- 
gemeingilltigen Eichkurven aufgestellt werden. 

Weitere Nachteile sind die Lichtempfindlichkeit — speziell der alkalischen — 
Tetrazoliumsalzlésung, die ein rasches Arbeiten bei diffusem Licht notwendig 
macht, und der benotigte groBe Uberschu8 an Reagens. 





1 A.M. Mattson, C.O.Jensen u. R.A. Dutcher, Science [New York] 
106, 294 [1947]. 

2 A.M. Mattson u. C. O. Jensen, Analytic. Chem. 22, 182 [1950]. 

3K. Wallenfels, Naturwissenschaften 87, 491 [1950]. 

4 K. Wallenfels, Arztl. Forsch. 5, 430 [1951]. 

5 Q. Liideritz u. O. Westphal, Z. Naturforsch. 7b, 136, 548 [1952]. 

6 K. Wallenfels, E. Bernt u. G. Limberg, Angew. Chem. 65, 581 [1953]. 

7 F.G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 297, 164 [1954]. 

8 J. Kenner u. Mitarbb. 1.—5. Mitt.: J. chem. Soc. [London] 1958, 2240, 
2245; 1954, 278, 1784, 1789. 
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Diese Nachteile lassen sich nach unseren Erfahrungen auch nicht durch Ver- 
wendung von Glasfaserpapier® beheben, das nach Impragnierung mit Phosphat 
zur Trennung von Zuckern gut geeignet ist1°. 

Wir suchten deshalb nach Derivaten des TTC, die bereits in schwach 
alkalischem Milieu reduziert werden, weniger lichtempfindlich sind und 
deren Formazane zusitzlich eine noch héhere Extinktion aufweisen. 

Inwieweit Reduktion eines Tetrazoliumsalzes zum Formazan bereits 
in schwach-alkalischem Milieu erfolgt, ist einerseits vom Redoxpotential 
des betreffenden Salzes, andererseits von der Schwerldslichkeit des 
gebildeten Formazans abhiangig!". Diese Forderungen erfiillt vorlaiufig 
am besten das 2.2’-[4.4’-Stilbenylen]-bis-[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium-2- 
chlorid] (STC)!2, wobei Alkali und STC in wesentlich geringerer Konzen- 
tration angewandt werden kénnen: STC in 0,25-proz. Lésung; 0,1-n. 
methanol. NaOH (TTC in 4-proz. Lésung; 1-n. methanol. NaOH). Unter 
diesen Bedingungen ist STC praktisch lichtunempfindlich. Die hell- 
gelbe Eigenfarbe der Verbindung stért nicht. Das gebildete Diformazan 
ist tiefblau (Amax 586 my) und besitzt eine hohe molare Extinktion 
(E'sgg = 52,84-10° in Pyridin, 20°). Der Farbstoff ist kaum léslich in 
organischen Lésungsmitteln, hingegen ausreichend léslich in heiBem 
Pyridin. 

Das Auftreten eines Leerwertes kann durch Imprignierung des 
Papiers mit verd. Phosphorséure oder mit Phosphatpuffer vermieden 
werden!13:14, Das Auftragen der Analysengemische erfolgt in der friiher 
beschriebenen Weise!®, wobei die giinstigste Konzentration durch Vor- 
versuche ermittelt wird. 

Zur Entwicklung, die bei 90—96° etwas héher als beim TTC erfolgt, 
benutzen wir einen warme-isolierten Kasten’, der mit temperaturkon- 
stantem Paraffindl beheizt wird. Wichtig ist ein vollkommen gleich- 
maBiges Erhitzen der Chromatogramme in einer mit Wasserdampf ge- 
sittigten Atmosphire. Die Vergleichssubstanzen miissen auf dem glei- 
chen Bogen aufgetragen werden. Da ein geringes Temperaturgefille im 
Kasten aber unvermeidbar ist, werden Analysen- und Vergleichsgemisch 
zweckmiaBig in abwechselnder Reibenfolge aufgetragen. 

Das Tetrazoliumsalz bildet nach seiner vollstindigen Reduktion ein 
Diformazan. Die in der Cellulose vorhandenen reduzierenden Bestand- 
teile reduzieren bei Einhaltung der angegebenen Versuchsbedingungen 
nur eine Molekiilhalfte. Der dabei gebildete rote Farbstoff ist gut metha- 
nolléslich. Die entwickelten Chromatogramme zeigen daher blaue Flecke 
auf einem sehr schwach purpurfarbenen Grund. Diese vielfach kaum 
sichtbare Anfarbung des Papieruntergrundes kann durch Waschen in 

® Der Fa. Schleicher & Schill, Dassel/Kr. Einbeck méchten wir fiir die 
freundliche Uberlassung des Glasfaserpapiers danken. 

10 G. Jayme u. H. Knolle, Angew. Chem. 68, 243 [1956]. 

11 KE. Bajusz, Laboratoriums-Blatter (Bayer) 5, 44 [1955]. 

12 G. Drefahl, W. Herb u. H. Kieser, diese Z. 808, 5 [1957]. 

13 Vgl. C. A. Wachtmeister, Acta chem. scand. 5, 976 [1951]. 


1¢ TTC zeigt auf derartig praiparierten Papieren diesen Vorteil nicht. 
15 H. Venner u. W. Herb. diese Z. 808, 30 [1957[. 
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Methanol restlos entfernt werden. (Haben die Flecke noch einen aus- 
waschbaren purpurfarbenen Saum, so war die Wasserdampfsattigung im 
Dampfkasten unter Umstanden nicht ausreichend.) Durch anschlieBende 
Elution mit Wasser wird der Uberschu8 an gelbem Tetrazoliumsalz bzw. 
-base aus dem Papier entfernt. Nach weiterem Waschen mit Methanol 
zeigt das Papier einen reinweiBen Grund und praktisch keinen Papier- 
leerwert (Abb. 1). Der blaue Farbstoff bleibt dabei vollkommen ungelést. 


= Abb. 1. Ringpapierchromatogramm ver- 
schiedener Zucker auf mit Phosphat- 
Phosphorséure impragniertem Papier 
@ 


(Schleicher & Schill 2043b), von innen 
nach auBen: Lactose, Galaktose, Man- 
' nose, Xylose, Rhamnose. 

Zur Bestimmung eines etwa vorhandenen Leerwertes wird eine, der 
fiinffachen Flaiche eines Zuckerfleckes entsprechende saccharidfreie 
Chromatogrammstelle nach Auswaschen mit Methanol und Wasser mit 
Pyridin extrahiert. Der gefundene Wert liegt, bezogen auf die einfache 
Flaiche, unterhalb der MeBempfindlichkeit. 

Die Bestimmung der Lichtempfindlichkeit zeigt, daB alle Arbeiten 
mit STC — im Gegensatz zum TTC — bei Tageslicht durchgefiihrt 


werden k6nnen. 
Die ausgeschnittenen Flecke werden in Pyridin bei 80° eluiert. Das 


re 





Lésungsmittel:_ n-Butanol-Aceton-Was- 

ser-Ammoniak (40:50:15:3); 1,5 Stdn., 

entwickelt mit STC-Reagens 30 Min. 
bei 95°. 


blaue Eluat ist bei Aufbewahrung im Dunkeln relativ bestandig, doch | 


ist eine baldige Messung angebracht?*. 

Wegen des geringen Alkaligehaltes der Reagenslosung ist ein Abbau 
der Kohlenhydrate nicht anzunehmen. Die abgeschiedene Menge Di- 
formazan muBte daher der eingesetzten Zuckermenge proportional sein, 
d. h. 2 Moll. Monosaccharid sollten 1 Mol. Diformazan zur Abscheidung 
bringen. Bei aquimolaren Mengen verschiedener Zucker wurden aber 
stets nur bestimmte — der Art des Zuckers entsprechende — Mol- 
prozente Formazan gebildet. 

Wir vermuten daher, daB dessen Menge von der im Gleichgewicht 
vorhandenen freien al-Form des Zuckers abhangig ist: z. B. Arabinose ~ 
24 Mol-°%; Xylose ~ 30 Mol-%; Ribose ~ 48 Mol-%; bei 90°, 30 Min. 


16 Uberpriifung einer im diffusen Tageslicht aufbewahrten Lésung zeigte 
nach 24 Stdn. keine Verschiebung des Absorptionsmaximums, wahrend die Ex- 
tinktion bereits merklich abgefallen war. 
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Das wiirde einem ungefahren Verhaltnis Arabinose : Xylose : Ribose 
wie 1: 1,25: 2 entsprechen (Abb. 2). 

Die fiir eine Messung giinstigste Zuckerkonzentration, d. h., der Be- 
reich, in dem die Formazanabscheidung noch linear verlauft, ist aus 











| 800 U 2 
Eq 10? 
/| 
: 600 "4 
Abb. 2. Diformazan-Bildung 
verschiedener Kohlenhydrate: 5 
1. Ribose, 2. Fructose, 3. Xy- 
lose, 4. Arabinose, 5. Rham- 
nose, 6. Galaktose, 7. Glucose. 6 
400 LZ 





Entwickelt mit STC, 35 Min., 


95° 
Mittelwerte aus je 6 Messungen 


| 
| 7, 
nung aus Gemischen. | Ys 





nach Wanderung und Auftren- 
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Se 


107” Mol Zucker. —— 


| Abb. 3 zu entnehmen. Wir ermittelten z. B. fiir Ribose eine Konzen- 
| tration von 2—20 y pro Einzelzucker im Gemisch; das Optimum der 
| MeBgenauigkeit liegt bei 5—15 y. Fiir Arabinose liegen die Werte bei 


5—60 y, das Optimum bei 15—30 y. Die anderen Kohlenhydrate reihen 
sich entsprechend ein. 

Folgende Zucker wurden untersucht: Fructose, Glucose, Galaktose, 
Mannose, Ribose, Xylose, Arabinose und Rhamnose, auBerdem Lactose. 

Desoxyzucker, wie die 2-Desoxy-ribose und die 2-Desoxy-tetrose, 
konnten wir mit unserer Methode nicht erfassen. 

Bei der Ermittlung der Genauigkeit der Bestimmungsmethode ergab 
sich fiir das einzelne Chromatogramm eine maximale Abweichung von 
3% bei Messung im Pulfrich-Photometer (Mittel aus je 4 Analysen- und 
4 Vergleichsmessungen). Bei Einsatz des Gerites mit elektrometrischer 
Anzeige!” wurden in der Regel nur 1,3% als héchste Abweichung be- 
obachtet. Da in einem Dampfkasten mehrere Chromatogramme gleich- 


17 Spektrophotometrische MeBeinrichtung Typ A, VEB Carl Zeiss. 
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zeitig entwickelt werden kénnen — in unserem Falle 3 Stiick — kann 
durch Einsetzen eines Mittelwertes aus in diesem Fall je 3mal 4 ge- 


messenen Extinktionen die maximale Abweichung noch auf 3 
1,3 

















= 1,7% bzw. Ys = 0,75% herabgesetzt werden. 
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Abb. 3. Bereiche der linearen 
600 — Abhangigkeit der Diformazan- 
/ | bildung: 1. Ribose, 2. Arabi- 
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Arbeitsvorschrift 


Das Auftragen der Zuckergemische wird auf einem Kreis, im Abstand von 
lcm vom Mittelpunkt, vorgenommen. Als Pipette kann ein Kapillar-Glasrohr 
(0,2 mm) von etwa 20 cm Lange verwandt werden, das mit einer angeschliffenen 
Spitze von etwa 1,5 mm Bodenflache versehen wird. Die Kapillare wird mit einer 
Teilung versehen und mit Quecksilber geeicht. Mit Hilfe eines aufgesetzten Gummi- 
schlauches (etwa 3 cm), der in halber Linge geknickt wird, kann die Pipette sehr 
rasch gefillt und entleert werden. Der starkwandige Glasstab gewahrleistet die 
Temperaturkonstanz. ‘ 

Es werden jeweils 0,25—5 mm? aufgetragen. Beim Auftragen wird durch die 
waBr. Lésung die Phosphatimprignierung abgeschwemmt, daher erscheinen die 
Startflecke und evtl. auch die Dochteinfiihrung nach der Farbentwicklung blau. 
Der Fleckendurchmesser soll maximal 0,3—0,5 cm betragen. Nach Moéglichkeit 
werden bis zu 8 Gemische — Analysen- und Vergleichslésungen — in abwechselnder 
Reihenfolge aufgetragen. 

Zur Impragnierung des Papiers werden 0,l-m. Phosphorséure und 0,1-m. 
Na,HPO, auf py 5 eingestellt, das Papier (Schleicher & Schill 2043b) 10 Min. 
damit behandelt, an der Luft getrocknet und in Bogen von 14,515 cm zer- 
schnitten. 
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Als Lésungsmittelgemisch wurde n-Butanol-Aceton-Wasser-Ammoniak 
(40:50:15:3)15 verwendet. Das Entwickeln wird, wie in der vorherg. Mitt. an- 
gegeben, durchgefiihrt!5. Die Chromatogramme werden bei Raumtemperatur im 
Luftstrom ungefahr 2 Stdn. getrocknet. 

Zur Bereitung der alkalischen Ditetrazoliumsalzlésung werden gleiche 
Volumina einer 0,25-proz. methanol. STC-Lésung mit 0,l-n. methanol. NaOH 
vermischt. (Die unvermischten Vorratslésungen sind im Dunkeln und unter Luft- 
ausschluB langere Zeit haltbar.) Fiir 6 Bogen, 14x 15 cm, werden ungefahr 28 ml 
Reagens verbraucht. Um ein Auslaufen der Zucker zu vermeiden, werden die 
Chromatogramme schnell durch die Lésung gezogen. Das Trocknen erfolgt im 
Luftstrom bei Zimmertemperatur. Die Arbeiten kénnen bei Tageslicht durch- 
gefiihrt werden, jedoch ist direktes Sonnenlicht méglichst zu meiden. 

Die Farbentwicklung erfolgt in einem mit Wasser, Paraffinél oder Dampf 
beheizten GefaB18. Die giinstigste Entwicklungstemperatur betragt 90—95° bei 
einer Dauer von 20—40 Min. Zu beachten ist, daB die Bogen vollkommen gleich- 
maBig erhitzt werden und stets geniigend Wasserdampf im EntwicklungsgefaB 
vorhanden ist. 

Unmittelbar nach dem Entwickeln werden die Bogen 10 Min. in reinem 
Methanol, 15 Min. in dest. Wasser!® und zur Entfernung des Wassers nochmals 
10 Min. in Methanol gebadet. Zeigt das Papier nach dem Waschen einen blauen 
Anflug, so ist zu lange bzw. bei zu hoher Temperatur entwickelt worden, oder die 
vorgeschriebene Alkalikonzentration wurde iiberschritten. 

Jeder ausgeschnittene Fleck eines Einzelzuckers wird im Reagenzglas 2mal 
mit je 2 mi reinstem Pyridin je 10 Min. bei 80° gehalten und anschlieBend nochmals 
mit 0,5 ml kaltem Pyridin abgespiilt. Die vereinigten Eluate werden in einer ge- 
eichten Reagenzglas-Kiivette auf 5 ml aufgefillt. Die Messung wird in einem ge- 
eigneten Photometer vorgenommen; bei Anwendung eines Pulfrich-Photometers 
mit den Filtern S 57 oder S 59, unter Benutzung der Kleinkiivetten von 1, 2 oder 
5 cm Lange, je nach Farbstoff-Konzentration. 

Das Analysenergebnis erhélt man durch Einsetzen der Mittelwerte in die 
Formel 





Cy*E 
¢, = ba. Aten 
é Ey 
wobei c, die gesuchte Konzentration, cy die bekannte Konzentration der Ver- 
gleichslésung, H, die Extinktion der Analysenlésung und Fy die Extinktion der 
Vergleichsléisung bedeuten. 
Wir méchten an dieser Stelle Herrn Prof. G. Drefahl, Jena, fiir sein Ent- 
gegenkommen danken. Ferner danken wir Frl. R. Bernards fiir ihre gewissen- 
hafte Mitarbeit bei der Durchfiihrung der gesamten Versuche. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Schnellmethode zur quantitativen papierchromato- 
graphischen Bestimmung reduzierender Zucker unter Verwendung von 
2.2'-[4.4’-Stilbenylen ]-bis-[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium-2-chlorid] (STC) 
beschrieben, bei der alle Arbeiten bei Tageslicht durchgefiihrt werden 
k6nnen. 





18 Kine brauchbare Apparatur beschreiben F.G. Fischer und H. Dorfel, 


es. 
19 Die Entfernung der iiberschiiss. Tetrazolium-Verbindung mit Wasser wird 
angeraten, da beim anschlieBenden Eluieren mit heiBem Pyridin durch Cellulose 
eine geringfiigige Reduktion eintreten kann. 
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Die Streuung der Methode liegt bei Verwendung eines Photometers 
mit visueller Ablesung bei 3%, bei einem Gerat mit elektrometrischer 
Anzeige bei 1,3%. 

Summary 


A rapid method is described for the quantitative paper chromato- 
graphic estimation of reducing sugars using 2.2’-[4.4’-stilbenylene ]-bis- 
[3.5-diphenyl-3H-tetrazolium-2-chloride] (STC). All operations in the 
method can be carried out in daylight. Using a photometer with visual 
reading the method shows a deviation of 3 per cent while with electro- 
metric recording the deviation is 1.3 per cent. 
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Azorubinbindung an Humanserumalbumin 
Von 
W. Oppermann und H. Ott 


Aus der Medizinischen Universitaitsklinik und Poliklinik Tiibingen 
(Direktor: Professor Dr. H. Bennhold) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1956) 


Die Bindung von Azorubin an Humanserumalbumin wurde schon 
verschiedentlich untersucht!. Bennhold, Ott und Kallee? hatten dar- 
auf hingewiesen, da bei orientierenden Dialyseexperimenten der Azo- 
farbstoff so an Serumalbumin gebunden schien, daB sich der Bindungs- 
vorgang durch zwei Assoziationskonstanten beschreiben laBt; Kallee® 
hatte gezeigt, daB die ersten Farbstoffmolekile, der Langmuirschen 
Adsorptionsisotherme entsprechend, am Protein haften, indem er sich, 
ahnlich wie Westphal und Mitarbb.1, der Konkurrenzadsorption 
gegeniiber Al,O, bediente. Die Ermittlung der Konstanten des Bin- 
dungsvorgangs stand aber noch aus. 

Zur Ermittlung der Assoziationskonstanten eines Stoffes an Serum- 
albumin mit Hilfe der Dialyse wird zweckmaBigerweise die von Karush* 
angegebene allgemeine Formel 


re Spy FHL 289m) (1) 
beniitzt. r ist der gebundene, c der damit im Gleichgewicht stehende 
freie Farbstoff und K, fiir jedes Glied i der Gleichung die zugehorige 
Assoziationskonstante. Stoffe, welche nur einer Assoziationskonstanten 
folgend gebunden sind, sind sehr selten®. Dagegen geniigt hiufig die An- 
nahme zweier Glieder in Formel (1), um dem Experiment gerecht zu 
werden‘. 

Etwas umgeformt und dem Umstand Rechnung tragend, dai maxi- 
mal n, und n, Bindungsplitze fiir die am Protein zu bindenden Molekiile 
vorhanden sind, ist 

r n,K, , n Ky 
1+ K,c 


1 U. Westphal, P. Gedigk u. F. Meyer, diese Z. 285, 36 [1950]. — 0. GeiB, 
Dissertat. Tiibingen 1948. —- Gropper, Dissertat. Tiibingen 1949. 

2-H. Bennhold, H. Ott u. E. Kallee, diese Z. 287, 185 [1951]. 

3 EK. Kallee, diese Z. 290, 207 [1952]. 

4, F. Karush, J. Amer. chem. Soc. 72, 2705 [19£0]. 
5 7. H, Klotz, F. Walker u. R. B. Pivan, Amer. chem. Soc. 68, 1436 [1946]. 
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W. Oppermann und H. Ott, 


Diese Gleichung beschreibt eine Hyperbel, deren Asymptoten 


“1 — K(n—r) und = Kym —1) (3) 

durch Teilung und Umformung der GI. (2) fiir einen bestimmten c-Wert 
erhalten werden. Die Steigungen der Asymptoten sind die Assoziations- 
konstanten der Bindung K, und K,, ihre Schnittpunkte mit der x-Achse 
sind n, und m,, die maximale Anzahl der Bindungsplitze. Wenn sich 
aus den MeBpunkten eine Hyperbel ergibt, sind damit fiir den Meb- 
bereich die Assoziationskonstanten und die Anzahl der Bindungsplatze 
bestimmt, auch wenn in den der Messung nicht mehr zuginglichen 
Teilen der Isotherme etwas abweichende Verhaltnisse herrschen sollten. 


Ergebnisse 


Ein typisches Beispiel eines Dialyseansatzes ist in Tab. 1 angefihrt. 
In Abb. 1 ist die mittlere Hyperbel daraus konstruiert. Um zu dieser 
nach dem Prinzip der Pascalschen Linie entwickelten mittleren Hy- 
perbel zu kommen®, muBten aus den experimentellen Punkten vier 


Tab. 1. Daten eines typischen Dialyseversuches. Albumingehalt der AuBenfliissig- 

keit 1,5-10-5 Mol. Azorubinzusatz zur Innenfliissigkeit. » = Mol gebundenes 

Azorubin/Mol Albumin; c = Mol freies Azorubin. Mittlere Kurvenpunkte: 5,6; 
12,7; 17,7; 24,2 und 51,2; 13,7; 7,9; 4,2. 














Azorubinkonzentration nach der Dialyse 
Mol-10~-5 
albumin- Z 
albuminfreie haltige freje gebun- r - 10 
Innenfliissig-| AyBen- A ae bi denes 

keit flissigkeit zorubin | Azorubin 

—_ 3,09 —_ 3,09 2,1 

— 3,09 — 3,09 2,1 

0,65 7,13 0,65 6,48 4,3 66,3 

0,79 6,66 0,79 3,87 3,9 49,5 

1,65 12,38 1,65 10,73 7,2 43,5 

1,58 12,39 1,58 10,80 7,2 45,6 

7,3 23,8 7,3 16,5 11,0 15,0 

6,9 23,3 6,9 16,4 11,0 15,9 
12,4 33,9 12,4 21,4 14,3 11,5 
12,0 33,8 12,0 21,8 14,6 12,2 
19,7 43,8 19,7 24,1 16,0 8,1 
19,3 44,7 19,3 25,4 16,9 8,8 
26,2 54,8 26,2 28,6 19,0 7,3 
25,7 54,2 25,7 28,5 19,0 7,4 
42,4 74,4 42,4 32,0 21,3 5,0 
42,0 74,4 42,0 32,4 21,6 5,1 
68,6 105,8 68,6 37,2 24,8 3,6 
67,6 105,8 67,6 38,2 25,4 3,8 
91,0 133,2 91,0 42,2 28,1 3,1 














6 W. Oppermann, Dissertat. Tiibingen 1956. 
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mittlere Punkte ausgewahlt werden. Der fiinfte Punkt war der Null- 

punkt des Koordinatensystems, der selbst ein Hyperbelpunkt ist. Um 

aber nicht vier willkiirliche Punkte auszuwiahlen und alle anderen un- 

beriicksichtigt zu lassen, bzw. um nicht aus allen méglichen Hyperbeln 

eine mittlere bestimmen zu miissen, haben wir alle experimentellen 

Punkte ihrer Lage entsprechend in vier Gruppen zusammengefaBt 

(s. Tab. 1). Die so zusammengefaBten Punkte ordnen sich der Kurve 
gut ein (Abb. 1). | iy 
| 

£.79% 

100 





Abb. 1. Adsorptionsisotherme des Azo- 
rubins an Humanserumalbumin. r = 
gebundener Farbstoff/Mol Albumin, 

c = Mol freier Farbstoff. + 
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Um ein MaB fiir die Genauigkeit dieser Kurve zu finden, wurde 
zuerst die Streuung aller experimentellen Punkte als Ordinaten- bzw. 
Abszissen-Abweichung vom Schnittpunkt der durch sie gefiihrten Ur- 
sprungsstrahlen mit der Kurve gesucht und in Prozent ausgedriickt 
(d(r/c),y bzw. dr, %). Die weiteren Schnittpunkte dieser Strahlen mit 
den Asymptoten lieBen letztere mit 


r r ie a hs r fv ) 
a(t) = (<). a(z). und a(=) = (F) -a(Z)_ (4) 
ungenau sein. 


So ergaben sich jeweils zwei von den konstruierten Asymptoten 
abweichende Punkte P; und P, ganz entsprechend der Abweichung der 
experimentell gefundenen Punkte gegeniiber der konstruierten Hyperbel 
(Abb. 2). Die Abszissenabweichung (4'r,) dieser Punkte konnte aus- 
gedriickt werden durch 

¢ 
até) 


A'r, = — 


(7) (5) 
1 ies fk ‘2 y 
.. + Ar, bzw. A’r, = K, + Ar. 

Fir alle experimentellen Koordinatenpunkte zusammengefaBt, war 
dann der wahrscheinliche Abszissenfehler des Mittelwertes fiir die 


Asymptoten 











W. Oppermann und H. Ott, 


4 2 
Ajn=+2 ee » (6) 
wobei z die Anzahl der MeB- 
punkte bedeutet. Mit dieser 
Schwankung  schneidet_ die 
Asymptote die r- und r/c- 
Achse; sie ist gleichzeitig das 
MaB fiir die Genauigkeit von 
nm, und m,. Der prozentuale 
Fehler fiir die Bindungskon- 
stanten ist dK,=dn, V/2% 
baw. dK, = dng |/2%. In der 
gleichen Gr6éBenordnung lag 
der Fehler der Farbstoff- 
bestimmung (Ablesefehler im 
Abb. 2. Zur Erlauterung der Forme] (5). Stufenphotometer, Pipetten- 

fehler, Wagefehler usw.). 

Bei drei Messungen an elektrophoretisch reinem Humanalbumin 
(Behring- Werke) kamen erhebliche, auBerhalb der methodischen Fehler 
liegende Unterschiede zur Beobachtung. Am gréBten waren sie bei der 
Assoziationskonstante K, (Tab. 2). 
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Tab. 2. Assoziationskonstante und maximale Anzahl der Bindungsplatze fiir Azo- 
rubin an Humanserumalbumin in Phosphatpuffer py 6,1, nach Dialysegleich- 
gewichten. 








Nr. K,-104 | K,-104 | Ny Ns 
1 13,3 + 0,5 0,25 + 0,01 8,12 + 0,2 27,58 + 0,8 
2 7,1 +0,8 0,28 = 0,03 15,6 + 1,25 19,1 +1,5 
3 40,56 + 3,2 0,58 + 0,05 13,47 + 0,8 30,31 + 0,9 





Besprechung 


Ahnlich wie bei der von Karush‘ untersuchten 6-Hydroxy-3- 
methylazobenzol-carbonsiure-(4’) folgt die Bindung von Azorubin an 
Serumalbumin zwei Assoziationskonstanten in der gleichen GréBenord- 
nung. Fiir Azorubin ist die maximale Zahl der Bindungsplatze groBer, 
wobei die Anzahl der schwiacher bindenden Platze wesentlich groBer ist 
als die der stirker bindenden. 

Die feste Bindung von Azorubin an Humanserumalbumin in Kon- 
kurrenz mit anionotropem Al,O, war von Kallee® untersucht worden. 
Dabei waren weniger feste Bindungspliatze verfiigbar. 

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Albuminchargen, die 
von gesunden Spendern stammten, haben uns iiberrascht. Inzwischen 
ist aber gezeigt worden, daB Stoffe, welche entweder dem Blut zur 
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Konservierung zugesetzt wurden’ oder als Kristallisationshilfe dienten®, 
bei der Aufarbeitung fest an das Protein gebunden bleiben. Dadurch 
muB natiirlich die Bindungseigenschaft gegeniiber dem Testfarb- 
stoff beeintrachtigt werden. Auch in dem von Westphal und Mit- 
arbb.? ausgearbeiteten Verfahren zur Testung der Azorubinbindefahigkeit 
des Serums konnte durch Zusatz von stark affinen Fettsaéuren die Azo- 
rubinbindung herabgesetzt werden®. Eigene Dialyseversuche® zeigten, 
daB8 durch Zusatz des stark albuminaffinen Natriumdodecylsulfats so- 
wohl die Konstanten als auch die Anzahl der festen Bindungsplatze ab- 
nehmen. AuBerdem verhielten sich zwei zu verschiedenen Zeiten unter- 
suchte Albumine verschiedener Chargen unter dem gleichen Zusatz 
identisch, so als ob der bindende Albuminrest uniformiert worden wire. 


Méglicherweise kénnen Bindungsunterschiede auch durch die Exi- 
stenz verschiedener Albuminmolekiile, die in einem unterschiedlichen 
Mischungsverhialtnis in verschiedenen Chargen vorhanden sind, bedingt 
sein. Das ist aber bei Mischblut von gesunden Personen als Ausgangs- 
material recht unwahrscheinlich. 


Beschreibung der Versuche 


Humanserumalbumin (benummerte Originalampullen der Behringwerke), 
Mol.-Gew. 69000, wurde zu einer 2-proz. Lésung mit 1:4 verdiinntem Phosphat- 
puffer vom py 6,1 angesetzt und fiir den Dialyseversuch weiter verdiinnt. 

Die 1-proz. Azorubin-S-(Homburg)-Stammlésung (Na-Salz der 1-Hydroxy- 
[2.1’-azo-naphthalin ]-disulfonsiure-(4.4’) war in 0,6-proz. NaCl-Lésung hergestellt 
worden. 

Als bindungshemmender Zusatz diente fiir einige Versuche Na-Dodecylsulfat 
aus 1,5:10—%-m. Stammldsung zugesetzt. 

Die Dialysen wurden bei 4—6° in verschlossenen zylindrischen GefaBen aus- 
gefiihrt, die auf einer schragstehenden Scheibe rotierten. Glaskugeln in der AuBen- 
fliissigkeit sorgten fiir die Durchmischung. Der in einem sorgfaltig gewasserten 
Cellophandialysierschlauch (Kalle) befindlichen Innenfliissigkeit (15 ccm) wurde 
Azorubin zugesetzt, wahrend die AuBenfliissigkeit (30 cem) Albumin enthielt. Ein 
Niveauunterschied zwischen Innen- und AuBenfliissigkeit war nicht vorhanden. 
Jeder Versuch wurde so lange ausgedehnt, bis in einer eiweiBfreien Kontrolle 
vollstandiger Farbstoffausgleich erreicht war (stets bis 72 Stdn.). Dann erfolgte die 
Probe auf EiweiBdichtigkeit der Dialysierhiilse und die kolorimetrische Konzen- 
trationsbestimmung des Farbstoffs im Stufenphotometer mit Hilfe von Eichkurven, 
die zu jedem Versuch neu aufgenommen wurden. Der Albumingehalt bewirkte 
immer eine leichte Erhéhung der Extinktion. 


Die Cellophanhiilsen adsorbierten mit steigender Farbstoffkonzentration Azo- 
rubin bis zu erheblichen Anteilen. Diese Adsorption wurde nicht beriicksichtigt; 
es wurde nur das Gleichgewicht zwischen albumingebundenem und frei geléstem 
Farbstoff gemessen und angenommen, daB8 der cellophanadsorbierte Teil wiederum 
im Gleichgewicht mit den beiden anderen Farbstoffanteilen steht, ohne auf das 
erstere Gleichgewicht einen EinfluB zu haben. — Der Azorubingehalt der Innen- 
fliissigkeit stellt den freien, diffusiblen Farbstoffanteil dar, welcher mit dem freien 


? E. Hiller u. H. Schach, Miinchener med. Wschr. 96, 1511 [1954]; H. 
Karte u. E. Kréger, Dtsch. med. Wschr. 80, 420 [1955]. 

8 N. H. Martin u. O. J. Perkins, Biochem. J. 47, 323 [1950]. 

°U. Westphal, diese Z. 298, 141 [1953]. 














48 Azorubinbindung an Humanserumalbumin Bd. 308 (1957) 


Farbstoff der AuBenflissigkeit konzentrationsgleich ist. Durch Subtraktion des 
freien Farbstoffs von der Gesamtkonzentration in der AuBenfliissigkeit erhielt man 
dann den albumingebundenen Farbstoff. (Gebundener Farbstoff = Farbstoffgehalt 
der AuBenfliissigkeit — Farbstoffgehalt der Innenfliissigkeit.) 

Die mittlere Abweichung der einzelnen Eichwerte von den mittleren Eich- 
kurven betrug fiir die Farbstofflésungen -+ 1,0—6,5% und fiir die Farbstoff- 
Albuminlésungen + 1,5—5,8%, nur in einem Falle + 8,2%. Die Eichkurven 
wurden zur gleichen Zeit angesetzt wie die Dialyseexperimente und blieben mit 
diesen bis zur Ablesung auch 72 Stdn. im Eisschrank stehen. 


Zusammenfassung 


Durch Dialyse konnten die Bindungskonstanten des Humanserum- 
albumins fiir Azorubin S bestimmt und die maximale Anzahl der Bin- 
dungsplitze angegeben werden. Der Bindungsvorgang gehorcht dem 
Massenwirkungsgesetz. 

Verschiedene Albuminpraparate weisen Unterschiede in den Kon- 
stanten und in der Anzahl der Bindungsplitze auf. Diese Unterschiede 
werden diskutiert. ; 

Summary 


The binding constants of human serum albumin for Azorubin S 
have been determined by means of dialysis and the maximum number 
of binding sites given. The binding process has been shown to obey the 
law of mass-action. The differences observed in the binding constant 
and number of binding sites of various albumin preparations are dis- 
cussed. 








Au 
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Papierchromatographische Spaltung 
der racemischen Aminosauren Histidin und Tryptophan 


Von 
V. Klingmiiller und L. Maier-Sihle 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg, Direktor Prof. Dr. J. Kiihnau 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1956) 


Wahrend die papierchromatographische Trennung von Zucker- 
Antipoden oft untersucht wurde!, liegen fiir freie unverinderte Amino- 
siuren wenig Angaben vor. Zwar konnten chromatographisch Amino- 
siuren an Zuckern? und papierchromatographisch verwandte Ver- 
bindungen, wie Alkaloide®, andere organische Basen‘ sowie Derivate von 
zumeist aromatischen Aminosiuren®*®, getrennt werden, aber bei freien 
Aminosauren gelang die papierchromatographische Trennung bisher nur 
bei Racematen von Glutaminsiure und Tyrosin®. Die Beeinflussung 
des optisch aktiven Milieus durch Verwendung von optisch aktiven 
Lésungsmitteln® oder die Verwendung von Ionenaustauschpapieren ’ 
fiihrte zu keinen besonderen Erfolgen. 

Im folgenden wird tiber Versuche der papierchromatographischen 
Racemattrennung berichtet, wobei die Cellulosefaser des Papiers das 
asymmetrische Milieu darstellt. In Durchlaufchromatogrammen mit 
iiberlangen Bogen (80—120 cm) wurden die D-, DL- und die L-Form 
nebeneinander aufgetragen, so da ein guter Vergleich der Flecken 
moglich war (vgl. die Abb.). Als Lésungsmittel diente Methanol-Wasser 
(9:1); die Laufzeit betrug 17—47 Stunden. 

Die Versuche fiihrten bei Racematen von Tryptophan und Histi- 
din zum Erfolg. Es zeigte sich, daB D-Tryptophan schneller laiuft als 





1 Vgl. F. Cramer, Angew. Chem. 62, 73 [1950]. 

2 A. Butenandt u. R. Weichert, diese Z. 281, 122 [1944]; K. Freuden- 
berg, H. Walch u. H. Molter, Naturwissenschaften 30, 87 [1942]; N. Grub- 
hofer u. L.Schleith, ebenda 40, 508 [1953]; diese Z. 296, 262 [1954]; R. 
Weichert, Ark. Kemi 5, 553 [1953]; Z. Naturforsch. 7b, 677 [1952]. 

3 F. Gstirner u. H. O. Miiller, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 
288/60, 589 [1955]. 

4 T. Kariyone u. Y. Hashimoto, Nature [London] 168, 739 [1951]. 

5 M. Kotake, T. Sakan, N. Nakamura u. S. Senoh, J. Amer. chem. Soc. 
73, 2973 [1951]. 

6 C. E. Dalgliesh, J. chem. Soc. [London] 1952, 3940; M. Mason u. 
C. P. Berg, J. biol. Chemistry 195, 515 [1952]; P. Sensi, Acta Vitaminolog. 5, 105 
[1951], zit.n. Weichert?; H. Krebs, J. A. Wagner u. J. Diewald, Chem. Ber. 
89, 1875 [1956]. 

? W. Lautsch, G. Manecke u. W. Broser, Z. Naturforsch. 8b, 232 [1953]. 
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Spaltung der racemischen Aminosauren 


L-Tryptophan und da8 das Racemat papierchromatographisch gespalten 
wird. Bei der Racematspaltung von Histidin liuft die L-Form schneller. 
Die Zusitze von Glucose oder Raffinose? sind auf die Trennwirkung ohne 
Einflu8 (vgl. Abb. a und b). Wie bei Dalgliesh® und Kotake et al.° 
reicht auch hier die optische Aktivitit der Cellulose allein zur Racemat- 
spaltung. Insgesamt kénnen jetzt papierchromatogtaphisch auBer den 
Kynureninderivaten 4 freie racemische Aminosiuren in ihre Kompo- 
nenten zerlegt werden: DL-Glutaminsiure, DL-Histidin, DL-Tryptophan 
und DL-Tyrosin. 

Die Spaltung beruht auf der physikalisch-chemischen Eigenschaft 
der asymmetrischen Cellulosefaser des Papiers, mit Racematen dia- 
stereomere Adsorptionen zu bilden. 





Absteigende Papierchromatographie von: a) D-, DL- und 

L-Tryptophan-HCl; 46 Stdn.; b) D-, DL- und L-Tryptophan- 

HCl; im Lésungsmittelgemisch 1° Glucose gelést; 45!/, Stdn. ; 

c) D-, DL- und L-Histidin-HCl; imi Lésungsmittelgemisch 
by 1% Raffinose gelést; 178/, Stdn. 

»e” et Je 0,001 ml 0,1-mol. p- oder t-Form und je 0,002 ml 0,1-mol. 

s+! @3] Racemat aufgetragen; Papier: Schleicher & Schiill 2043 B Mg]; 

















- Methanol/Wasser (9:1); Zimmertemp.; Laufstrecke etwa 45 bis 
60 cm; Lufttrocknung; Ninhydrin-Farbung. 
a » «© 


Durch Zusatz anderer optisch aktiver Substanzen zu den ver- 
schiedensten Lésungsmitteln und Liésungsmittelgemischen war keine 
Trennung optischer Antipoden bei Aminosiuren zu erreichen, ebenso- 
wenig, wenn die mobile Phase eine optisch aktive Loésung war. Im- 
pragnation der Bogen mit optisch aktiven Substanzen (Arabin, Gelatine) 
oder chemische Anlagerung von basischen oder sauren Gruppen an das 
Papier bewirkte auch bei uns keinen Trenneffekt. 


Zusammenfassung 


Racemate von Histidin und Tryptophan konnten mittels ab- 
steigender Papierchromatographie in Methanol-Wasser (9:1) in ihre D- 
und L-Formen gespalten werden. 


Summary 


Racemates of histidine and tryptophane have been resolved by 
descending paper chromatography with methanol-water (9:!). 
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5-Hydroxy-anthranilsdure, ein Wuchsstoff fiir E. coli 
Von 
H. Niemer und A. Oberdorfer 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1956) 


Der oxydative Abbau des Tryptophans im Organismus verlauft be- 
kanntlich tiber Formylkynurenin!, Kynurenin*, 3-Hydroxy-kynurenin® 
und 3-Hydroxy-anthranilsaure zur Nicotinsaéure*. Unter diesen Zwischen- 
stufen kommt dem Kynurenin die Stellung eines Knotenpunktes zu, von 
dem aus andere Abbauwege moglich sind. So kann Kynurenin durch das 
Leberenzym Kynureninase in Anthranilsiure und Alanin gespalten 
werden ®. Die Anthranilsiure hat nach neueren Untersuchungen Bedeu- 
tung fiir die Biosynthese von Indol und aromatischen Aminosauren®. 
Nach Befunden von Kotake’ kann Anthranilsiure aber auch durch 
verschiedene Gewebe oxydiert und als 5-Hydroxy-anthranilséiure im 
Harn ausgeschieden werden. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen itiber die Stoffwechselbezie- 
hungen der 5-Hydroxy-anthranilsiure fanden wir eine starke wachs- 
tumsférdernde Wirkung dieser Substanz auf £. coli. 

Wir verwendeten fiir diese Versuche mehrere Stéimme von LE. coli, 
vorwiegend jedoch den Stamm 8 mit folgenden Eigenschaften*: Er gibt 
auf Frischblutagar keine Haimolyse, zeigt eine positive Indolreaktion, 
bildet keinen Schwefelwasserstoff und zersetzt Harnstoff nicht. Die 
Methylrotreaktion ist positiv. Lactose und Dextrose werden sowohl bei 
37° als auch bei 46° unter Saéure- und Gasbildung angegriffen. Aus 
Saccharose, Rhamnose, Arabinose, Xylose, Mannit, Dulcit und Salicin 
bildet er Séure und Gas. Inosit wird nicht angegriffen. 


1 W. E. Knox u. A. H. Mehler, J. biol. Chemistry 187, 419 [1950]. 

2 A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. v. Derjugin, diese Z. 
279, 27 [1943]. 

3 A. Butenandt, W. Weidel u. H. Schlossberger, Z. Naturforsch. 4b, 
242 [1949]. 

4H. K. Mitschell u. J. F. Nyc, Proc. nat. Acad. Sci. USA 34, 1 [1948]; 
O. Wiss, Z. Naturforsch. 9b, 740 [1954]; O. Wiss, diese Z. 804, 221 [1956]. 

5 Y. Kotake u. S. Otani, diese Z. 214, 1 [1933]; Y. Kotakeu. Y. Naka- 
yama, diese Z. 270, 76 [1941]; O. Wiss u. F. Hatz, Helv. chim. Acta 32, 532 
{19405 O. Wiss, F. Hatz u. G. Viollier, Helv. physiol. pharmacol. Acta 7, 

C 29 [1949]. 

6 B. D. Davis, J. biol. Chemistry 191, 315 [1951]. 

7 Y. Kotake u. Y. Shiray, diese Z. 295, 160 [1953]. 

* Nach Mitteil. der Staatl. Bakt. Untersuchungsanstalt Miinchen (Dir. 
Dr. Freytag). 
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Da der Nachweis des Wuchsstoffcharakters einer Substanz fiir eine 
Bakterienart um so leichter ist, je geringer das Niahrstoffangebot ge- 
halten wird, stellten wir fiir unsere Versuche eine synthetische Nahr- 
lésung folgender Zusammensetzung her: 

0,5% NH,Cl, 0,05% KH,PO,, 0,3% K,HPO,, 0,5% Na,SO, und 
0,3% Glucose. Der pu-Wert betrug nach der Sterilisation 7,0. 

Als Testsubstanz untersuchten wir in erster Linie die 5-Hydroxy- 
anthranilsiure und zum Vergleich die Wirkung von 3-Hydroxy-anthra- 
nilsiure und Anthranilsaure. 

Bei EZ. coli handelt es sich bekanntlich um fakultative Anaerobier. 
Es schien uns deshalb von Interesse, ob der Wuchsstoffcharakter der 
5-Hydroxy-anthranilsiure auch bei anaerober Ziichtung in synthetischer 
Nahrlésung nachweisbar ist. Ein Teil der Versuche wurde infolgedessen 
unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. 

Insgesamt wurden 16 Versuche durchgefiihrt. Da all diese Versuche 
beziiglich der wachstumsfordernden Wirkung der 5-Hydroxy-anthranil- 
siure einheitlich verliefen, sei ein unter aeroben Bedingungen durch- 
gefihrter herausgegriffen (Tab. 1). 


Tab. 1. Wachstum von £. coli in synthetischer Nahrlésung unter Zusatz ver- 
schiedener Testsubstanzen. Konzentration der Testsubstanzen in der Nahrlésung: 
3,9-10-4 molar. 





nach pH nach 
14 Stdn. | 17 Stdn. | 18 Stdn. | 20 Stdn. | 20 Stdn. 





Unbeimpfte Nahrlésung 


ohne Testsubst. . ... 0 0 0 0 7,0 
Unbeimpfte Nahrlésung 

mit Testsubst.. .... 0 0 0 0 7,0 
Beimpfte Nahrlésung 

ohne Testsubst. . ... 0 0 + ++ 6,6 


Beimpfte Nahrlésung 
mit 5-Hydroxy- 
anthranilsiure. .... + ++ +++ +++ 5,4 


Beimpfte Nahrlésung mit 
3-Hydroxy-anthranil- 

















eS oe ee 0 0 0 ao _ 6,9 
Beimpfte Nahrlésung mit 
Anthranilsfure. ... . 0 0 +: - 6,6 
0 = Niahrlésung ungetriibt ++ = deutliche Triibung 
+ = Opalescenz nachweisbar +++ = starke Triibung mit Bodensatz 


Tab. 2 zeigt den EinfluB8 der angewandten Konzentration der 





a 


5-Hydroxy-anthranilsiure auf das Wachstum von E.coli. Unterhalb | 
einer molaren Konzentration von 1-10-4 konnten wir keine wachstums- | 
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fordernde Wirkung feststellen, oberhalb von 8-10-4-m. beobachteten wir 
unter aeroben Bedingungen eine leicht hemmende Wirkung aller Test- 
substanzen. 


Tab. 2. Beziehung zwischen Wachstum von £. coli (Stamm 8) und Konzentration 
an 5-Hydroxy-anthranilséure in der beimpften Nahrlésung. 








Molare Konzen- 

tration der 5-Hy- Wachstum nach 
droxy-anthranilséiure 
im pein Nan | 14 Stdn. | 16 Stdn. | 18 Stdn. | 20 Stdn. | 22 Stdn. | 23 Stdn. 
1-10-3 0 0 0 -+ + 
9-10~4 0 0 ale sks alaie SESPAr 
810-4 0 a5 ap ARR E+ eet 
6,5°10~4 + +> ++ +++ | +++ | +++ 
3,9-10~4 ais Fie a i arate eo ak 4E ARIE 
110% ar =i state ahache aeetaate Seste ae 
3,25°10~> 0 0 + + ++ +4 
Beimpfte Nahr- 

lésung ohne 

Zusatz von 

5-Hydroxy- 

anthranilsaure 0 0 -- + ++ aieataale 




















Zur Feststellung einer eventuellen Konzentrationsabnahme der als 
Bakterienwuchsstoff wirkenden 5-Hydroxy-anthranilsiure filtrierten wir 
die einzelnen Ansitze von den Bakterien ab und nahmen von jedem 
Filtrat ein UV-Absorptionsspektrum auf. Vor der Messung wurden alle 
Filtrate durch Zugabe von festem Natriumdihydrogenphosphat wieder 
auf pu 7,0 gebracht. Wie aus den Kurven hervorgeht, zeigt sich eine 
deutliche Abnahme der Konzentration an 5-Hydroxy-anthranilsiure in 
den bewachsenen Loésungen, im Vergleich zu den entsprechenden un- 
beimpften und nicht bewachsenen Kontrollen (Abb. 1). 

Einer derartigen Beurteilung dieser aus aeroben Versuchsreihen 
stammenden Spektren kénnten jedoch gewisse Einwinde entgegen- 
gestellt werden. In den abgebildeten Absorptionskurven verglichen wir 
namlich farbige, nicht bewachsene Kontrollésungen mit farblosen, be- 
wachsenen Testsubstanzlésungen. Schon bei der Herstellung der Ver- 
suchsansitze kann man beobachten, daB sich sofort nach Zugabe von 
5-Hydroxy-anthranilsiure die Nahrlésung geringfiigig violett verfarbt. 
Diese Verfarbung wird in den nicht bewachsenen Kontrollansiatzen wih- 
rend der Dauer der Bebriitung noch sehr viel intensiver. Versuchsan- 
siitze, bei denen durch starkes Bakterienwachstum eine Verschiebung 
des pr-Wertes nach der sauren Seite stattfindet, werden und bleiben 
farblos. Diese Beobachtungen entsprechen der bekannten Neigung der 
3- und 5-Hydroxy-anthranilsaéuren zur Bildung von farbigen Chinonimin- 
k6rpern und stehen andererseits mit der Entfirbung von Methylenblau 
durch wachsende Bakterien im Einklang. 
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Durch Anwendung einer anaeroben Ziichtungsmethode sind wir 
in der Lage, diese durch Verfiirbung der unbewachsenen Vergleichs- 
lésungen entstehenden Komplikationen auszuschlieBen. Bei dieser Ver- 
suchsanordnung, bei der die Lésungen wihrend der gleichen Zeitdauer 
derselben Bebriitungstemperatur (37°) ausgesetzt sind, bleiben die Lé- 
sungen durch vollstaéndigen SauerstoffausschluB farblos. In bezug auf die 
Wachstumswirkung der 5-Hydroxy-anthranilsiiure erhielten wir dabei 
ihnliche Resultate wie unter aeroben Bedingungen. Die Absorptions- 
messung ergab eine Abnahme der Konzentration an 5- Hydroxy-anthra- 
nilsiure in den bewachsenen Lésungen um etwa 30% im Vergleich zu 
den nicht bewachsenen Kontrollésungen (Abb. 2). 
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Abb. 1. Abb. 2 


Abb. 1. Konzentrationsabnahme der 5-Hydroxy-anthranilsiure durch Bakterien- 
wachstum von £. coli unter aeroben Bedingungen: 
Ausgangskonzentration (3,9-10-* molar); -- ---- bewachsene, von den Bak- 
terien abfiltrierte Losung. 


Abb. 2. Konzentrationsabnahme der 5-Hydroxy-anthranilsiure durch Wachstum 
von £. coli unter anaeroben Bedingungen: 
Ausgangskonzentration (2,6-10-4 molar); ------ bewachsene, von den Bak- 
terien abfiltrierte Lésung. 


In einer besonderen aeroben Versuchsreihe fiillten wir je 20 ccm 6-10~4- 
molarer Ansaétze von 5-Hydroxy-anthranilsiure in 50-cem-Erlenmeyer-K6lbchen 
und beimpften und bebriiteten wie iiblich. Nachdem nach einer. etwas langeren 
Bebriitungszeit eine deutlich wachstumsférdernde Wirkung der 5-Hydroxy- 
anthranilsaéure zu beobachten war, filtrierten wir die Lésungen keimfrei, stellten 
auf px 7,0 ein und verwendeten einen Teil des Filtrats zur Absorptionsmessung. 
10 cem des Filtrats wurden wieder in sterile Erlenmeyer-Kélbchen gefitllt, noch- 
mals beimpft und bei 37° bebriitet. Nach weiteren 20 Stdn. konnten wir wiederum 
eine wachstumsférdernde Wirkung der Nahrlésung auf LZ. coli feststellen. Als 
Kontroll-Lésungen verwendeten wir frisch hergestellte beimpfte Nahrlésungen, 
die erst nach 24 Stdn. die ersten Triibungen zeigten. Die Absorptionsmessung der 
zum zweiten Male bewachsenen Lésungen ergab eine abermalige Abnahme der 
Konzentration an 5-Hydroxy-anthranilsaure. 


Dieses Ergebnis erscheint uns als besonders klarer Hinweis auf die 
Tatsache, da8 5-Hydroxy-anthranilsaiure als Wuchsstoff von den Coli- 
Bakterien verbraucht wird. 
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Es erhebt sich die Frage, welches Schicksal 5-Hydroxy-anthranil- 
siure in den Bakterien erleidet. Aus den Filtraten konnten wir bei 
papierchromatographischen Untersuchungen keine diesbeziiglichen An- 
haltspunkte gewinnen. Wir fanden lediglich den im gefilterten UV-Licht 
charakteristisch hellblau fluorescierenden Fleck der5-Hydroxy-anthranil- 
siure. Weitere papierchromatographische Untersuchungen von Hydro- 
lysaten von Coli-Bakterien, denen als Wuchsstoff zu der synthetischen 
Nahrlésung 5-Hydroxy-anthranilsiure angeboten wurde, sind noch im 
Gange. 

Nachdem wir die Wuchsstoffeigenschaften der 5-Hydroxy-anthra- 
nilsiure bei #. coli kennengelernt hatten, schien es uns von Interesse, ob 
ein entsprechender EinfluB auf den Stoffwechsel von Avenakoleoptilen 
besteht*. Wir bentitzten zur Klarung dieser Frage den Avena-Cylinder- 
test nach Busse und Kandler®’. Im Konzentrationsbereich von 10-? 
bis !0-§ konnte jedoch weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von 
Glucose (0,3%) eine signifikante Férderung der Streckung gefunden 
werden. Eine unmittelbare Wirkung als Streckungswuchsstoff kann daher 
der 5-Hydroxy-anthranilsaiure nicht zugeschrieben werden. 


Beschreibung der Versuche 


Zur Darstellung der 5-Hydroxy-anthranilsaure gingen wir von dem uns 
zur Verfiigung stehenden 3-Hydroxy-benzaldehyd** aus, der nach bekannten 
Verfahren zum 3-Hydroxy-6-nitro-benzaldehyd nitriert wurde®. 

Die Oxydation zur 3-Hydroxy-6-nitro-benzoesaure erfolgte auf fol- 
gende Weise: Einer Lésung von 1 g 3-Hydroxy-6-nitro-benzaldehyd in 10 ccm 
10-proz. Natronlauge werden unter Erhitzen auf etwa 100° 10—15 ccm 30-proz. 
Wasserstoffperoxyd-Lésung zugegeben. Die Lésung farbt sich dunkelrot. Nach 
Abkiihlen wird mit 10-proz. Schwefelsiure angesiuert, ausgeithert und die 
3-Hydroxy-6-nitro-benzoesiure!® vom Schmp. 170° in 90-proz. Ausbeute erhalten. 

Durch katalytische Hydrierung der 3-Hydroxy-6-nitro-benzoe- 
siure mit Palladiummohr in 2-proz. Salzsiure und anschlieBender Zugabe von 
gesatt. Natriumacetat-Lésung 14Bt sich die 5-Hydroxy-anthranilsiure vom 
Schmp. 236° gewinnen. Ausb. 90% d. Th. 

C,H,0,N (153,13) Ber. C 54,95 H4,61 N 9,15 

Gef. C 54,53 H4,76 N 8,97 

Aus dem Hydrieransatz kann auch das Hydrochlorid direkt gewonnen werden ; 
es wird aus Alkohol-Ather umkristallisiert. 

Ry-Wert: 0,59—0,60; aufsteigend in Butanol-Eisessig-Wasser (4:1: 5); 
(Papier Schleicher & Schill 2043b). Der Substanzfleck leuchtet im UV-Licht 
bei Vorschalten eines UG 2-Filters hellblau. 

UV-Spektrum: c = 8-10~4-m. in Nahrlésung; Amax = 330 my; ¢ = 3,16-10°*. 








* Diese Versuche wurden gemeinsam mit M. Busse, Botanisches Institut 
der Universitat Miinchen, durchgefiihrt. 
** Wir danken den Farbwerken Hoechst fiir freundliche Uberlassung 
von 3-Hydroxy-benzaldehyd. 
8 M. Busse u. O. Kandler, Planta 46, 619 [1956]. 
® R. Pschorr, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 3998 [1901]. 
10 P, Griess, Ber. dtsch. chem. Ges, 20, 403 [1887]. 
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Mikrobiologische Technik" 


Der im Dampftopf sterilisierten Nahrlésung wurden die einzelnen Test- 
substanzen (5-Hydroxy-anthranilsiure, 3-Hydroxy-anthranilsiure, Anthranil- 
siure) in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Hiernach- wurden die Lésungen 
durch ein Coli-5-Membranfilter keimfrei filtriert und in Portionen von 10 cem in 
sterile 25-cem-Erlenmeyer-Kélbchen pipettiert. Sodann erfolgte die Beimpfung 
mit je 1 Normalése (4mm lichte Weite) einer frisch hergestellten Bakteriensus- 
pension (Triibung 55, gemessen mit Dr. Langes Triibungsmesser; Vollausschlag 
25 mAmp.). 

Fir die Zubereitung der Bakteriensuspension wurde eine 8 Stdn. bei 37° 
bebriitete Nahr-Schrag-Agar-Kultur beniitzt. Nach der Beimpfung wurden iiber 
die Kélbchen sterile Glaskappen gestiilpt und diese an den Berithrungsflichen mit 
verfliissigtem hochschmelzendem Paraffin verschlossen. Danach erfolgte die Be- 
briitung bei 37°. Nach Abschlu8 der Versuche wurde zum Nachweis der Reinheit 
des Bakterienstammes von jeder bewachsenen Nahrlésung ein Gram-Praparat 
angefertigt. 

Die Starke des Bakterienwachstums wurde durch direkte visuelle Be- 
obachtung der auftretenden Triibung der zu Beginn des Versuches klaren Lésungen 
festgestellt. 

Fir die anaerobe Ziichtung wurde die Methode wie folgt abgeandert: 
Die sterilen Nahrlésungen mit und ohne Testsubstanzen wurden statt in Erlen- 
meyer-Kélbchen in sterile Reagensréhrchen abgefiillt (Portionen 4 6 ccm). Sofort 
nach Einfiillen der Nahrlésungen erfolgte die Beimpfung wie bei den aeroben 
Versuchen. Die Réhrchen wurden sodann nach Wright-Burri folgendermaBen 
verschlossen: Ein Stopfen aus nichtentfetteter Watte wurde bis kurz iiber die 
Oberflache der Nahrlésungen eingeschoben. Dariiber kam ein Stopfen aus Zell- 
stoff. AnschlieBend wurden 1 cem 20-proz. frisch zubereiteter Pyrogallol-Lésung 
und l1ccm bei Zimmertemperatur gesittigter Sodalésung auf diesen Zellstoff- 
pfropfen pipettiert. Diese Menge reicht zur Bindung von 44 ccm O, = 220 ccm Luft 
aus. Die Bebriitung erfolgte wiederum bei 37°. 


Herrn Professor A. Butenandt danken wir fiir sein reges Interesse, Herrn 
Dr. H. Dannenberg fir seine Hilfe bei der Interpretation der Spektren, Frl. 
Loth fiir technische Hilfe. 


Wir danken ferner Herrn Dr. Lebek (Deutsche Forschungsanstalt fiir Tuber- 
kulose, Ludolph-Brauer-Institut, Miinchen) fiir seine wertvollen Ratschlage be- 
ziiglich der bakteriologischen Methodik. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
gefordert. 
Zusammenfassung 


5-Hydroxy-anthranilsiure erwies sich sowohl unter aeroben als 
auch unter anaeroben Bedingungen in synthetischer Nahrlésung als 
Wuchsstoff fiir Z. coli, Stamm 8. Der Verbrauch an 5-Hydroxy-anthra- 
nilsiure durch wachsende Bakterien ist photometrisch meBbar. 3-Hydr- 
oxy-anthranilsiure und Anthranilsiure haben keine Wuchsstoffwirkung 
auf EF. coli. 


Auf das Streckungswachstum von Avenakoleoptilen scheint 
5-Hydroxy-anthranilséure keinen Einflu8 auszuiiben. 








11H. Braun, Methoden zur Untersuchung des Verwendungsstoffwechsels 
pathogener Bakterien, Urban & Schwarzenberg, Berlin, Miinchen, Wien 1930. 
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Summary 


5-Hydroxyanthranilic acid has been found to act as a growth sub- 
stance for E.coli, Strain 8, in synthetic culture medium under both 
aerobic and anaerobic conditions. The consumption of 5-hydroxyan- 
thranilic acid by the growing bacteria can be measured photometrically. 
3-Hydroxyanthranilic acid and anthranilic acid do not promote the 
growth of £. coli. 5-Hydroxyanthranilic acid does not affect the elong- 
ation of Avena coleoptiles. 
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Zur Kenntnis der Cholindehydrogenase, I 
Die Cholindehydrogenase, ihre Spezifitat 
und Hemmbarkeit durch einige quartire Ammoniumsalze 
Von 


Helmut Niemer und Anton Kohler 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1956) 


Die Oxydation des Cholins zum Glykokollbetain, welche fiir die 
Verwertbarkeit der Methylgruppen des Cholins zu, Transmethylierungs- 
vorgingen erforderlich ist!, erfolgt in zwei Stufen. Der erste Schritt ist 
die Oxydation des Cholins zu Betainaldehyd durch die Cholindehydro- 
genase, der zweite die Oxydation von Betainaldehyd zu Betain durch 
die Betainaldehyd-Dehydrogenase. Diese beiden Dehydrogenasen und 
das damit verbundene Wasserstofftransportsystem werden zum Cholin- 
oxydasesystem -zusammengefaBt. 

Die Substratspezifitat der Cholindehydrogenase wurde von Mann 
und Mitarbb.? unter Verwendung von Arsenocholin untersucht. Wells*® 
testete als Substrat cholinahnliche Substanzen, die sich durch Ersatz 
von N-Methylgruppen durch Athylgruppen und durch Substitution der 
a- oder f-staindigen Wasserstoffatome der Hydroxyathylgruppe durch 
Methylgruppen auszeichneten. In beiden Fiillen ergab sich keine grobe 
Substratspezifitat der Cholindehydrogenase, es wurde jedoch bei Zusatz 
dieser Substanzen zu Cholin eine Hemmung der Aktivitaét der Cholin- 
oxydase festgestellt. Eine ahnliche Hemmwirkung fanden auch andere 
Autoren?-4 bei Zusatz von Ammoniumsalzen und Aminen. 

Wir untersuchten die Spezifitat der Cholindehydrogenase aus Rat- 
tenleber-Mitochondrien bei Anwendung von Cholinabkémmlingen, die 
sich vom Cholin durch Ersatz einer N-Methylgruppe durch einen anderen 
Rest mit funktioneller Gruppe unterschieden. Zugleich wurde die Hemm- 
wirkung dieser cholinihnlichen Stoffe und einer Reihe weiterer quar- 
tiirer Ammoniumsalze auf die Cholinoxydation gepriift. 





1 J. A. Muntz, J. biol. Chemistry 182, 489 [1950]. 

2 P. J. G. Mann, H. E. Woodward u. J. H. Quastel, Biochem. J. 32, 
1024 [1938]. 

3 I. C. Wells, J. biol. Chemistry 207, 575 [1954]. 

4 E.G. S. Barron, G. R. Bartlett u. Z. B. Miller, J. exp. Medicine 87, 
489 [1948]; J. W. Dubnoff, Arch. Biochemistry 24, 251 [1949]; H. L. Kriis- 
kemper u. W. Dirscherl, Biochem. Z. 328, 512 [1952]; F. L. Humoller u. 
H. J. Zimmerman, Amer. J. Physiol. 177, 278 [1954]; Z. B. Miller, Arch. 
Biochem. Biophysics 47, 137 [1953]. 
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Methodik 


1. Darstellung der Mitochondrienpraparate: Junge mannliche Ratten 
eines Inzuchtstammes wurden dekapitiert und sofort seziert. Die bei 0° gewogene 
und zerkleinerte Leber wurde zunachst durch Musselin gepreBt und mit eiskaltem 
Krebs-Ringer-Phosphatpuffer (px 7,4), isotonisch fiir Rattenserum®, im Verhiltnis 
1:3 verdinnt. Nach Homogenisierung wurde zur Entfernung grober Zellteile 
5 Min. bei 800—1000 g zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand 15 Min. bei 
5000—6000 g. 

Nach sorgfaltiger Entfernung eines obenliegenden weiBen Hautchens, das 
bei den Versuchen mit Cholinoxydase starke Hemmwirkung zeigte, wurde der 
Uberstand verworfen. Die Mitochondrienfraktion wurde dreimal auf gleiche Weise 
durch Homogenisieren und Zentrifugation gereinigt, bis der Uberstand véllig klar 
war. Die so von verschiedenen Hemmstoffen, Salzen und Verunreinigungen weit- 
gehend befreiten Mitochondrien wurden nochmals 1: 3 verdiinnt und homogeni- 
siert; sie waren bis zu einer Woche bis 0° haltbar (etwa 50-proz. Abfall der Cholin- 
oxydase-Aktivitat nach einer Woche). Die Aktivitat der gereinigten frischen Mito- 
chondriensuspension 1aBt sich durch Mikro-Kjeldahlbestimmungen verfolgen, da 
zwischen N-Gehalt und Cholinoxydase-Aktivitét eine Symbasie besteht®. 

2. Versuchsanordnung: Die Cholinoxydaseaktivitaét wurde durch Messung 
des Sauerstoffverbrauchs in der Warburg-Apparatur bestimmt. Die Versuchs- 
gefiBe wurden in folgender Weise beschickt: Im ZentralgefaB 0,2 ml 10-proz. KOH; 
im Hauptraum 0,5 ml Mitochondriensuspension | : 3, 0,6 m/ Krebs-Ringer-Lésung, 
0,2 ml Cytochrom ¢ (2 x 10-4 Mol/l), 0,1 ml DPN (1 x 10-2 Mol/l). Im seitlichen 
GefaB wurden die zu veratmenden Substanzen als Chloride in 4-proz. waBr. Lésung 
zugegeben. 

Bei den Inhibitionsversuchen wurden die zu untersuchenden Stoffe in 
waiBr. Lésung im Hauptraum zugesetzt. Zur Herstellung isotonischer Verhaltnisse 
wurden den geringer konzentrierten Lésungen stets eine der tonischen Differenz 
zur héchsten Konzentration entsprechende Menge Kochsalzlésung zugefiigt. 


Bei allen Versuchen wurde durch Zugabe von Wasser im Hauptraum ein 
Gesamtvolumen von 2,5 ml hergestellt. Bei den Inhibitionsversuchen wurde das 
VersuchsgefaB stets 15 Min. bei 38° inkubiert. Die Badtemperatur betrug bei allen 
Versuchen 38°, Temperaturausgleich 12 Min., Versuchsdauer 90 Min.; Ablesung 
alle 10 Min. 


Ergebnisse 


Veratmung von cholinéhnlichen Verbindungen: Gleich- 
zeitig mit den Versuchsansétzen wurden VergleichsgefaBe mit entspre- 
chenden Cholinkonzentrationen inkubiert. Die Atmung erfolgte mit Luft, 
da bei Versuchen mit Sauerstoff keine wesentlichen Unterschiede auf- 
treten. In der Tabelle werden die Mittelwerte von sechs typischen Ver- 
gleichsreihen bei einer Konzentration von 0,0115 Mol// aufgefiihrt. Auch 
die Versuche bei anderen Konzentrationen zeigten entsprechende Er- 
gebnisse. Das ebenfalls gepriifte 2.3-Dihydroxy-butan-1.4-bis-trimethy]- 
ammoniumchlorid’ zeigte keinen O,-Verbrauch. 


5 Dargestellt nach H. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Mano- 
metric techniques and related methods for the study of tissue metabolism, Minnea- 
polis 1949. 

6 W. Friedel, diese Z. 304, 91 [1956]. 

7H. Niemer u. A. Kohler, diese Z. 296, 206 [1954]. 
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Hemmwirkung verschiedener quartérer Ammoniumsalze: 
Das Ergebnis der Untersuchungen iiber den EinfluB quartarer orga- 
nischer Ammoniumsalze auf die Cholindehydrogenase-Aktivitat zeigt die 
Abbildung. 
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a) b) c) 
Hemmwirkung bei Zusatz von Ammoniumsalzen 
a) mit @-Hydroxyathylgruppe. Kurve 1: Verb. II; 2: Verb. VII; 3: Verb. II; 
4: Verb. VI 

b) mit Doppelbindung. 1: Verb. IX; 2: Verb. VIII; 3: Verb. VI 
c) mit £-Halogenathylgruppe. 1: Verb. XI; 2: Verb. III; 3: Verb. X 
Ordinate: Abnahme des Sauerstoffverbrauchs bei der reinen Cholinveratmung, 
Abszisse: molare Konzentrationen der zugegebenen Ammoniumsalze. 


(CH,);N-—CH=CH, CIP (CH,),N—CH,—CH=CH—CH,N(CH,), 2 Cle 
Vul Ix 
(CH,),N—CH,—CH,Br Cl? (CH,),N(CH,—CH,Cl), Cle 
x XI 


Die Verbindungen wurden in verschiedenen Konzentrationen zu- 
gesetzt, 15 Min. lang inkubiert und ihr EinfluB auf den Sauerstoffver- 
brauch einer 1,15-10-?-molaren Konzentration von Cholinchlorid tiber 
den Zeitraum von 90 Min. verfolgt. Die Cholin-VergleichsgefaBe wurden 
zur Vermeidung von tonischen Effekten mit der entsprechenden Menge 
Kochsalzlésung beschickt. 


Diskussion 


Die Untersuchung der Substratspezifitét unserer Cholindehydro- 
genase ergab eine geringe Selektivitat fiir das zur Veratmung vorgelegte 
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Inkubation verschiedener Substrate mit Rattenleber-Mitochondrien. 
Die Synthesen der Verbindungen III, IV, V, VI und VII werden an anderer Stelle 














beschrieben. 
Substrat ml O,-Verbrauch/Mol in 0,-Verbr auch 
90 Min. bei 1,15- 10-2-mol. Ch /e 
CH,-CH,OH Cl°® Konz. onn 
(CH,).NG onz = 100%) 
Extremwerte| Mittelwert | Mittelwert 
eee Ce eee 1795—1690 1716 100,0 
II R = —CH,°CH,OH ..... 1760—1610 1680 97,8 
III R = —CH,:CH,Br. ..... 1460—1320 1390 81,3 
IV R= —CH,‘CH=CH, .... . 535— 470 500 29,2 
V R=—CH,CO.C,H, .... 490— 435 460 26,6* 
VI R=—CH=CH, ...... 330— 290 310 18,1 
VII R = —CH,;CO, fi** be core, fs 290— 265 280 16,2 





* Ohne Beriicksichtigung von Verseifung und Alkonoloxydation. 

** Vor der Inkubation durch Zugabe von NaOH auf py 7 gebracht. 
Molekiil; so verbrauchte z. B. das Dihydroxyithylderivat II fast eben- 
soviel Sauerstoff wie Cholin (97,8%: 100%). Die Substitution einer 
Methylgruppe im Cholinmolekiil durch einen anderen Rest scheint keinen 
entscheidenden Einflu8 auf die Spezifitat der Cholindehydrogenase zu 
haben, da simtliche von uns untersuchten Verbindungen veratmet wur- 
den. Je nach Art des Substituenten erhielten wir relative Veratmungs- 
quoten zwischen 97,8% und 16,2% (s. Tabelle). Hierbei dirfte die 
Ladung des Substituenten einen gewissen EinfluB haben. Sterische 
Griinde fallen nicht allzu sehr ins Gewicht, da z. B. III und VII bei an- 
nihernd gleicher GréBe der Substituenten sehr unterschiedliche Ergeb- 
nisse (81,3% : 16,2%) aufweisen. 

Andererseits sae dirfte eine gewisse Spezifitét in bezug auf die 


d 
Konfiguration CH,- Ne —CH,OH mit endstindiger /-Hydroxylgruppe 
vorliegen; so ergaben unsere Versuche mit der Konfiguration CH,- 


le lo 
—CH,—CHOH—CHOH—CH, —N_OH, keinen Sauerstoffverbrauch, und 
le 
anil Wells? beobachtete lad: der Konfiguration CH —N~_cH, —CH,— 
I 


CH,OH nur 5% und beim Triathylcholin keine Atmung. 
Aus dieser scheinbaren Spezifitat der Cholindehydrogenase fiir die 

le | 

Konfiguration CH,—N-—C—CH,0H darf aber nicht gefolgert werden, 
| 

daB die Verwertbarkeit der Methylgruppe zu — nach der Oxydation zur 

entspr. Betainform — méglichen Transmethylierungen von dieser Kon- 

figuration abhangt. Man weiB namlich, daB einige Verbindungen dieser 

Art keine Methyldonatoren sind®. Das fiir die Verwertbarkeit von ahn- 

lichen Substraten als Methyldonatoren spezifische Ferment kann also 

nicht die Cholindehydrogenase sein. 


8 A.W. “Moyer u. V. du Vigneaud, J. biol. Chemistry 148, 373 [1942]; 
Ubersicht: H. B. Schréter, Pharmazie 10, 146 [1955]. 








62 Zur Kenntnis der Cholindehydrogenase, I Bd. 308 (1957) 


Die Sauerstoffaufnahme des Cholins wurde bei Zusatz von Sub- 
straten, die ihrerseits durch Cholindehydrogenase oxydiert werden, 
durchweg herabgesetzt. Besonders stark fiel sie mit Verbindung II ab, 
die — allein veratmet — den héchsten Sauerstoffverbrauch zeigte. Die 
Erklarung dafir diirfte u. a. auch in der Hemmwirkung der aus II ge- 
bildeten Aldehyde zu suchen sein. Die Inhibition der Cholindehydro- 
genase durch Betainaldehyd® wurde ja dadurch erklirt, da die De- 
hydrierung von Betainaldehyd zu Betain wesentlich langsamer verlauft 
als die von Cholin zu Betainaldehyd und damit die geschwindigkeits- 
bestimmende Reaktion ist?°. 

Die Deutung der Hemmwirkung quartaérer Ammoniumsalze auf die 
Aktivitiat der Cholindehydrogenase ist schwierig. Die Inhibitionswirkung 
ist bei allen Ammoniumsalzen vorhanden und geht deutlich tiber nor- 
male Salzeffekte hinaus. Inwieweit man von einer Fermentvergiftung 
sprechen kann, bleibt noch zu klaren. 


Zusammenfassung 


Manometrische Untersuchungen mit Cholindehydrogenase aus Rat- 
tenleber-Mitochondrien ergaben bei Cholinderivaten, bei denen eine 
Methylgruppe durch einen eine funktionelle Gruppe oder eine Doppel- 
bindung enthaltenden aliphatischen Rest ersetzt war, eine Substrat- 
spezifitat von verhaltnismaBig geringem Ausmaf. 

Diese Cholinderivate und einige andere quartiire Ammoniumsalze 
mit verschiedenen funktionellen Gruppen hemmten die fermentative 
Cholinoxydation betrichtlich. 


Summary 


Manometric investigation carried out with choline dehydrogenase 
from rat liver mitochondria on a number of choline derivatives showed 
only relatively slight substrate specificity. In the choline derivatives 
examined a methyl group was substituted by an aliphatic residue con- 
taining a functional group or a double bond. The choline derivatives 
investigated and certain other quarternary ammonium salts containing 
different functional groups inhibit substantially the enzymatic oxidation 
of choline. 





® J. N. Williams jr., G. Litwack u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
192, 73 [1950]. 
10 G. 8. Eadie u. F. Bernheim, J. biol. Chemistry 185, 731 [1950]. 








Bd 


angr 
Die ] 
Erse! 
beob 


meth 
Piper 
mare: 
meth. 
tionss 
hexyl 
stoff 
such 


keit mi 
auf der 


D 
chrom 
in beic 
langsa 





a]. 





Bd. 308 (1957) 63 


Uber die katalytische Wirkung 
von in Cyclohexylamin geléstem Hamin 
Von 
Bogislav Rackow und Hansjiirgen Préger 
Aus dem Institut fiir Physikalische Chemie der Universitiit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1956) 


Nach der Auflésung von Himin in Cyclohexylamin (Hexahydro- 
anilin) haben wir zufallig beobachtet, da zunichst das Gelbbanden- 
spektrum des Himins (Abb. 1, Kurve 1) auftritt, und da8 sich dieses im 
Laufe von etwa 5 Tagen in das Haimochromogenspektrum verwandelt 
(Abb. 1, Kurve 2). Es hat also eine langsame Reduktion des Fe!!! zu 
Fe! stattgefunden. Die Reduktion laéBt sich durch Jod sofort wieder 
riickgingig machen, welches das Hexahydroanilin in der Kialte kaum 
angreift. Bei Abwesenheit von Sauerstoff erfolgt die Reduktion rascher. 
Die Reduktion des Himindimethylesters erfordert nur etwa 5 Sek., eine 
Erscheinung, die in ahnlichem AusmaBe nur noch in Dibutylamin zu 
beobachten war. 

In aliphatischen Aminen (Butylamin, Athylendiaminhydrat, Hexa- 
methylendiamin, Athanolamin) mit endstandiger Aminogruppe und in 
Piperidin erfolgt in allen Fallen unmeBbar schnelle Reduktion. Mit pri- 
miren Aminen mit tertiir gebundenem a-C-Atom, z. B. beim «-Di- 
methyl-athylamin und Anilin, bleibt die Reduktion aus. Der die Reduk- 
tionsgeschwindigkeit hemmende EinfluB des Sauerstoffs, der beim Cyclo- 
hexylamin am starksten ist, legte nahe, daB das Himochromogen Sauer- 
stoff auf das Lésungsmittel tibertragt. Dieses wurde in folgendem Ver- 
such bestatigt und quantitativ gepriift. 

Sauerstoff-Absorptionsversuch: Zwei halbgefiillte und unter Vakuum 
abgeschmolzene Ampullen, von denen die eine eine 4-proz. Lésung von Hamin- 
dimethylester in gereinigtem Cyclohexylamin, die andere das Amin allein enthielt, 
wurden nacheinander durch einen Schlauch mit der Spitze einer sauerstoffgefiillten 
Gasbiirette verbunden. 

Nachdem durch Abbrechen der Spitze im Schlauch die Verbindung der Fliissig- 
keit mit dem Sauerstoff in der Biirette hergestellt worden war, wurde die Ampulle 
auf der Maschine geschiittelt. 

Der Himindimethylester wurde dabei quantitativ zum Hamo- 
chromogenester reduziert. Die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme 
in beiden Ampullen zeigt Abb. 2. Schon das reine Cyclohexylamin wird 
langsam oxydiert, vermutlich nach folgender Gleichung: 


/OH 
»CH—NH, + 0, —— > 


-_ —-, SC=NOH + H,O 
/ ~\NHOH - + Bs 
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Durch den Himochromogengehalt wird die Oxydationsgeschwindig- 
keit des Cyclohexylamins um das 5—6fache beschleunigt. Es fallt auf, 
daB der Anfangsteil der Kurve so lange steiler verliuft, bis das Mol.- 








Abb. 1. Lichtabsorption in Cyclohexyl- 
amin: frisches unreduziertes Hamin (1), 
5 Tage im Vak. teilreduziertes Hamin (2), 

Hamindimethylester nach 5 Sek. (3). 
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Abb. 2. Sauerstoff-Verbrauch einer Cyclohexylamin-Lésung: ohne Hamin (1), in 
Gegenwart von Hamin (2). 


Verhiltnis nyam:No, = 1:1 tiberschritten ist. Offenbar belidt das Him 
sich in diesem Teil erst selbst mit Sauerstoff, ehe es mit diesem dann 
das Lésungsmittel vielleicht in folgender Weise oxydiert: 





HY 
CH—N:-Fe-0, 


a l 
- SC=NOH + Fe-H,0 
H | | 
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Auf die magnetischen und jodometrisch-elektrometrischen Mes- 
sungen, welche praktisch die quantitative Zweiwertigkeit des Eisens in 
diesem und anderen Aminen bewiesen, kann hier nicht eingegangen 
werden. 


Die Absorptionsmessungen wurden durchgefiihrt mit einem Spiegelmono- 
chromator der Firma Zeiss, Jena, kombiniert mit einem Pulfrich-Photometer. 


Zusammenfassung 
Es wird spektroskopisch gezeigt, daB in gewissen Aminen geléstes 
Hamin rasch reduziert wird. Die Reduktion bleibt bei primairen Aminen 
mit tertiar gebundenem «-C-Atom aus. Das gebildete Himochromogen 
beschleunigt die Oxydationsgeschwindigkeit von Cyclohexylamin durch 
Sauerstoff um das 5—6fache. 


Summary 


Spectroscopic investigation has shown that haemin is rapidly 
reduced in solution in certain amines. The reduction does not take place 
with primary amines containing a tertiary-linked «-C atom. The haemo- 
chromogen formed produces a 5—6-fold increase in the rate of oxidaticn 
of cyclohexylamine by oxygen. 


or 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 303 
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Uber die Struktur des ,,griinen Hamins“ 
Von 
Bogislav Rackow 
Aus dem Institut fiir physikalische Chemie der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1956) 


Im Verlaufe unserer Arbeiten iiber die Abhaingigkeit des Spektrums 
und der magnetischen Eigenschaften des Himins von der Art des 
Liganden in 5. und 6. Koordination befaiten wir uns mit dem von 
Warburg! so genannten ,,griinen Himin‘, das er durch Oxydation 
von Hamin mit Sauerstoff in Gegenwart von Hydrazin gefunden hatte. 


Lemberg?, der diesen Stoff zu isolieren versuchte, gab ihm eine Formel, die 
nach Wegoxydation einer Methinbriicke einen aufgespaltenen Ring zeigt, welcher 
aber noch Eisen enthalt. Nach H. Fischer und Libowitzky®, die diesen Stoff 
genauer untersuchten, ist Pyridin-Hamochromogen, d.h. das Pyridin- -Addukt des 
Farbstoffes mit zweiwertigem Eisen, das ein markantes Absorptionsspektrum mit 
2 Banden im Griinen aufweist, in Lésung gegen Sauerstoff bestandig. Ist aber neben 
Sauerstoff noch ein Reduktionsmittel wie Hydrazin oder Ascorbinséure anwesend, 
so bildet sich iiber ein griines, isolierbares Vorprodukt hinweg das griine Hamin. 
Dieses ist sehr unbestandig, und bei seiner Isolierung ist eine Ringéffnung un- 
vermeidlich. Da von Fischer und Libowitzky als erster Schritt H,O,-Bildung 
angenommen wurde und als zweiter Schritt die Reaktion von Peroxyd mit Haimo- 
chromogen, so setzten sie Hamochromogen, dessen saure Gruppen verestert waren, 
mit H,O, um. Sie erhielten das griine, isolierbare Vorprodukt, das durch eine Rot- 
bande “bei 675 my gekennzeichnet ist, wihrend sich im griinen Teil seines Spek- 
trums nur zwei schwache Absorptionsbanden befinden. Unter Sauerstoff-Aufnahme 
geht dieses Produkt in das griine Haimin iiber, wobei die Rotbande sich verstarkt 
und starke Absorption im Griinen hervortritt. Wird das griine Vorprodukt mit 
Benzoylchlorid oder Acetanhydrid umgesetzt, so schlagt die griine Farbe wieder in 
die rote um und das chlorinahnliche Spektrum verwandelt sich in ein haminahn- 
liches. Das acetylierte bzw. benzoylierte Hydroxyhamin zeigt ein normales Haimin- 
spektrum, rote Farbe, und es laBt sich zum Haimochromogen reduzieren. Das nicht- 
acylierte Hydroxyhamin dagegen ist griin, hat eine tiefe Rotabsorption und ist 
nicht zu einem Hamochromogen reduzierbar. Schon das Himochromogenspektrum 
des Acylderivates und auch das Porphyrinspektrum des eisenfreien Acylproduktes 
lassen erkennen, daB eine Substitution an einer Methinbriicke stattgefunden hat. 
Denn es ist ein Spektrum vom ,,Phyllo‘‘-Typ, weil nimlich auch beim Abbau des 
Chlorophylls ein rotes Porphyrin entsteht, das an der einen Methinbriicke noch einen 
Rest des Seitenringes tragt und diesen Spektraltyp zeigt. Also hatte aych bei un- 
serem Hiamin eine Oxydation an einer CH-Briicke zu acylierbarem COH stattgefun- 
den. Die roten benzoylierten oder acetylierten Produkte waren also, sofern sie drei- 
wertiges Eisen enthielten, Benzoxy- oder Acetoxyhimin bzw., sofern sie eisenfrei 
gemacht waren, Benzoxy- oder Acetoxyporphyrin. Durch hydrolytische Abspal- 
tung der betreffenden Saure bildete sich wieder das Vorprodukt zuriick, welches 


1 O. Warburg u. E. Negelein, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1816 [1930]. 

2 R. Lemberg, Biochem. J. 29, 1322 [1935]. 

3-H. Fischer u. H. Libowitzky, diese Z. 251, 198 [1938]; H. Libowitzky 
u. H. Fischer, ebenda 255, 209 [1938]; H. Libowitzky, ebenda 265, 191 [1940]. 
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sich also als Hydroxyhamin bzw. Hydroxyporphyrin erwies. Auffallenderveise 
sieht aber das Hydroxyhamin griin und das Hydroxyporphyrin blau aus, und beide 
haben wiederum die starke Bande bei 675 my. Alle von Fischer und Libowitzky 
untersuchten Porphyrinarten ergaben dasselbe Bild. Veresterung der Hydroxy- 
gruppe und die damit verbundene grundlegende Verainderung von Spektren und 
Farbe sind reversibel. 

Stier* versuchte nun durch Oxydation des Eisenkomplexes des 
Hydroxyporphyrins das griine Haimin herzustellen und zu isolieren. Er 
nahm an, daB es um zwei Wasserstoffatome armer sei als der Hydroxy- 
k6érper und schrieb dem Porphyrin, welches dem griinen Himin zugrunde 


liegen soll, folgende Struktur zu: 
Base® 


r? Base® 


Hiernach wiirde das Eisen nur mit einer Valenz im Ring gebunden sein. 
Ferner erscheint uns unwahrscheinlich, da8 die Ringkonjugation zerstért 
sein soll und trotzdem ein fiir die Ringkonjugation typischer Spektral- 
typ vorliegt. Ebenso erklart diese Formulierung nicht, wieso durch 
bloBen hydrolytischen Zerfall durch Wasser oder noch besser durch 
Alkali unter O,-AusschluB das oxydierte C-Atom abgespalten wird und 
Biliverdin tibrig bleibt. Diese griine Substanz besitzt ein verwaschenes, 
nicht mehr an Porphyrine oder Chlorine erinnerndes Spektrum. Lemberg 
nahm an, da nach Ringéffnung die Erhaltung der Koordination am 
Eisen die Ursache des spezifischen Spektrums der griinen Hiamine sei, 
wihrend Libowitzky und Stier der Ansicht sind, da8 das Porphyrin- 
geriist ungespalten vorliegen miiBte. Wir dagegen sind auf Grund unserer 
Kenntnisse der Spektren von konjugierten Ringsystemen der Ansicht, 
daB nicht nur der GroBring intakt sein muB, sondern daB dieser auch 
durchkonjugiert sein muB, d. h. daB die alternierende Folge der Doppel- 
und Einfachbindungen ohne Unterbrechung zum Ring geschlossen ist. 
Das ist weder bei den Formulierungen der Hydroxyverbindungen von 
Libowitzky noch bei denen der griinen Haimine von Lemberg und Stier 
der Fall. 

Uber das Ergebnis der 1945 abgebrochenen Arbeiten von H. Fischer 
und Libowitzky sowie Stier hinaus ist seither nichts mehr bekannt 
geworden. Vorliegende Arbeit bringt nun einige neue experimentelle 
Befunde und eine Deutung, die méglichst allen spektralen und che- 
mischen Tatsachen gerecht werden soll. 


4 E. Stier, diese Z. 272, 239 [1942]; 275, 155 [1942]. 


cr 














Bogislav Rackow, Bd. 308 (1957) 





Beschreibung der Versuche 


Hamin bzw. sein Dimethylester wurde in Ampullen in dem in groBem Uber- 
schuB vorhandenen Lésungsmittel in einer fiir die Spektroskopie geeigneten Kon- 
zentration von 5+ 10-6 Mol/l gelést. Die Ampullen konnten unter Vakuum oder Stick- 
stoff abgeschmolzen werden, oder es konnte Sauerstoff eingeleitet oder fliissige 
Blausaure aus einer anderen Ampulle hinzugegeben werden. Vor allem war wichtig, 
da8 man das Hamin erst nach Evakuieren und Abschmelzen in die Lésung iiber- 
fiihren konnte. Auf diese Weise wurden die Bedingungen untersucht, unter denen 
das griine Hamin entsteht. Das Auf- 
treten seiner intensiven Rotbande bei 
675 mu wurde beobachtet. 

Wie am Hamochromogenspektrum 
erkannt wurde, wirkten Ascorbinsaure, 
Brenzcatechin, Hydrazinsulfat, Natrium- 
sulfid, Natriumthiosulfat reduzierend, 
nicht aber Glucose und Galaktose; ele- 
mentarer Sauerstoff war in allen Fallen 
als Oxydationsmittel notwendig. 


In Lésungsmitteln wie Pyridin, 
Anilin und Chinolin ging die Bildung 
des griinen Hamins glatt vonstatten und 
es war mehrere Stunden oder gar Tage 
: bestandig. In diesen Lésungsmitteln kann 
i / sich ein Durchdringungskomplex (Hamo- 
j chromogen) bilden. In Benzol, Dimethy]- 

; anilin und Essigsiure war kein griines 
B Hamin zu erhalten. In letztgenannten ist 
‘ kein Durchdringungskomplex erhiltlich. 
Dimethylanilin ist wegen der sterischen 
Hinderung durch die Methylgruppen, 
wie wir in einer anderen Arbeit spek- 
tral und magnetochemisch nachgewiesen 
haben, kein Komplexbildner. 

In stark basischem Milieu, z. B. 
Butylamin, Piperidin, in Gegenwart von 
Reduktionsmittel und Wasser wird das 
griine Hamin nur intermediar beobachtet 
und schnell zerstort. 

Die Bildung von griinem Hamin 
wurde in Pyridin unter Zugabe von HCN 
wiederholt. Wahrend Cyanid hierbei nicht 
stérte, unterblieb die. Bildung von 
griinem Hamin, wenn HCN zu der Lésung 
von Hamin und Reduktionsmittel in Benzol zugefiigt wurde. Beniitzte man Dime- 
thylanilin als Lésungsmittel, so bildete sich jetzt das griine Hamin im Gegensatz 
zum HCN-freien Versuch. Es werden also im Dimethylanilin, nicht aber in Benzol 
aus wasserfreier Blausiure Cyanid-Ionen gebildet, und, wie auch das Spektrum 
zeigt, tritt nunmehr Komplexbildung mit dem Himineisen ein, was im Benzol 
nicht mdglich ist. 

Die Bildung eines Analogons zum griinen Haimin mit Zink als Zentralatom 
wurde ebenfalls versucht. Der Zink-Protoporphyrin-Komplex hat sich aber als 
vollig bestandig gegen diejenigen Agentien erwiesen, die das Eisen-Analogon in das 
griine Himin umwandeln. 

Ferner wurde der Ubergang vom Hamochromogen in das griine Hamin von 
uns mit einem Spektralphotometer vermessen (s. Abbildung). 
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Diskussion 


Die Strukturformel des griinen Himins mu8 folgenden Anforde- 
rungen und Befunden gerecht werden: 

1. Das Ringsystem und die Ringkonjugation miissen erhalten ge- 
blieben sein. 

2. Ausgangsprodukt ist das ~-Hydroxyhimatin-Ion, aus dem das 
griine Hamin durch Sauerstoffaufnahme entstanden ist. 

3. Die Lage der Banden des Ausgangsproduktes ist trotz Sauerstoff- 
aufnahme erhalten geblieben. 

4. Die Bildung findet nur bei Anwesenheit eines Durchdringungs- 
komplexbildners statt. 

5. Hierbei hat nur eine Verstaérkung und Verschirfung der Banden 
gegeniiber dem Hydroxyhimatin stattgefunden. Reversible Verstaérkung 
und Verscharfung der Banden ist auch bekannt, wenn das Hiimoglobin 
Sauerstoff aufnimmt, sowie bei Sauerstoffaddukten von Chlorophyll5 
und Mg-Phthalocyanin‘®. 

6. Die Sauerstoffiibertragung verliuft iiber das zentrale Eisen und 
ist nicht méglich, wenn Zink als Zentralatom fungiert. 

7. Durch Hydrolyse des griinen Himins wird ein Briicken-C-Atom 
entfernt. 

8. Das Hydrolyseprodukt ist Biliverdin (Dehydrobilirubin). 


Wenn man saimtliche Faktoren beriicksichtigt, 1a8t sich das griine 
Hamin und seine Umwandlung in Biliverdin nur folgendermaBen formu- 


lieren: 


HC76 BCH 


\. 
Pr°PyH® — Pr°PyH® oayye Pr® <r 


Griines Hamin Pyridinsalze Biliverdin 


(Pr = Propionat; R'=CH3 
Py = Pyridin; R"= CH=CH,) 





Hiernach ist es also ein Sauerstoffaddukt des «-Hydroxohims. Ab- 
gesehen von der Wegoxydation des oxydierten Briicken-C-Atoms hat 
sich bei der Biliverdinbildung an den iibrigen C- und N-Atomen gegen- 
tiber dem Hamin nichts veraindert auBer der Substitution des Eisens 
und der Oxydation der beiden endstandigen C-Atome. Da also zum 


5 W. B. Jewstignejew, W. A. Gawrilowa u. A. A. Krassnowski, Ber. 
Akad. Wiss. der UdSSR 70, 261 [1950]. 

6 W. FR. Jewstignejew, W. A. Gawrilowa u. A. A. Krassnowski, Ber. 
Akad. Wiss. der UdSSR 66, 1133 [1949]. 
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Hydroxyhimatin ein starkes Reduktionsmittel in einer Stickstoffbase 
und Sauerstoff hinzutritt, so muB zunichst das Eisen reduziert werden. 
Denn hier stabilisiert seltsamerweise Sauerstoff die zweiwertige Stufe 
des Eisens im Porphyrin in Gegenwart von vier Porphyrinstickstoffen 
und einem weiteren starken Komplexliganden. Das liegt nach Pauling 
daran, da das paramagnetische Elektronenpaar des Sauerstoffs einen 
Teil des Paramagnetismus des Fe'!-Ions kompensiert. Kommen noch 
auBer dem Sauerstoff-Elektronenpaar die vier Elektronenpaare des Por- 
phyrins und als sechstes das des starken Liganden hinzu, so bildet sich 
um das Eisen eine vollig diamagnetische Elektronenhiille von effektiv 
36 Elektronen aus, also eine Krypton-Edelgashiille, und dieser Durch- 
dringungskomplex ist stabil. Das Fe'''-Ion ist hierzu wegen eines feh- 
lenden Elektrons nicht fahig. 

An unserer Formulierung des griinen Himins fallt also erstens die 
polare Schreibweise und zweitens das Haften von Sauerstoff am Eisen 
auf. Die polare Gruppe ist fiir den Farbumschlag vom Rot des urspriing- 
lichen Hamins nach dem Griin des griinen Himins verantwortlich. Letzt- 
genanntes hat sich als ein nichtisolierbares Durchgangsstadium zum 
Biliverdin erwiesen. Wenn die Ergebnisse der Autoren, die sich mit den 
griinen Haminen beschaftigt haben, eindeutig sind, némlich daf ent- 
sprechend dem Biliverdin unzweifelhaft die «-Methinbriicke, im Gegen- 
satz zur B-, y- und 6-Briicke, angegriffen wird, so ist das ein wohl kaum 
beachteter, aber dennoch bemerkenswerter Befund. Es scheint, daB die 
beiden negativ geladenen Propionatreste den konjugierten a-Elektronen- 
ring so induzieren, da das entgegengesetzte «-Atom negativer wird als 
die iibrigen und daher angreifbarer wird. Wir haben es hier demnach 
mit einer stark selektiv verlaufenden Reaktion zu tun, wie sie sonst 
nur fiir biochemische Fermentreaktionen charakteristisch ist. 

Vorliegende Arbeit erklirt auch unsere Beobachtung, daB an Luft 
oder in langere Zeit aufbewahrtem, peroxydhaltigem Dioxan Hamin 
und Eisenphthalocyanin schnell entfairbt werden und im UV-Spektrum 
schnell die Zersetzungsprodukte zum Vorschein kommen, wahrend die 
entsprechenden Zink-, Magnesium- und andere Metallverbindungen vollig 
stabil darin sind. 

Zusammenfassung 


In Erginzung friiherer Arbeiten anderer Autoren tiber das griine 
Hamin werden dessen Bildungsbedingungen in Abhangigkeit von den 
Reduktionsmitteln und den Lésungsmitteln mit und ohne HCN unter- 
sucht und auf Grund des vorliegenden Materials eine wahrscheinliche 
Strukturformel abgeleitet. 

Summary 


An investigation has been carried out into the influence of hydrogen | 
cyanide and of different reducing agents and solvents on the formation | 
of green haemin. A proposed structural formula for the substance is 
given. 
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Die Substitution der Wasserstoff-Ionen im Phaophytin 
durch Magnesium-Ionen 
Von 
Bogislavy Rackow und Hans Konig 
Aus dem Institut fiir Physikalische Chemie der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1956) 


Mg*® wird im Chlorophyll sehr leicht durch 2H® ersetzt, wozu schon 
die Kohlensiure der Luft oder die H®-Konzentration des Wassers aus- 
reicht. Sowohl R. Willstaétter! als auch H. Fischer? konnten Mg” 
in das Chlorophyligeriist nur mit Hilfe der Grignard-Reaktion ein- 
fiihren. Als der eine von uns (R:) einmal Weinblatter durch das Taschen- 
spektroskop vor einer Tischlampe betrachtete, erschienen allmahlich in 
dem Blatt die Phiophytinbanden. Dieses trat weiterhin nur bei Pflanzen 
mit typisch sauren Zellsaéften ein. Diese Reaktion wurde schon durch 
die Warme der Glihbirne in Gang gesetzt. Hiernach muB also an- 
genommen werden, daB die EiweiBkomponente, die mit dem Chlorophyll 
das Chloroplastin bildet, die Einfiihrung des Magnesiums begiinstigt 
und die Schutzwirkung des Proteins durch Denaturierung aufgehoben 
wird. Schwermetallkomplexsalze des Phiophytins bilden sich sehr leicht 
durch Stehenlassen von alkoholischen Phiophytinlésungen, die mit den 
betreffenden Acetaten oder Chloriden versetzt sind. Die Einfiihrung von 
Magnesium mu8 daher auch unter aihnlich milden Bedingungen durch- 
fiihrbar sein, wie sie die lebende Zelle bietet. 


Substanzen und Methoden 


Unsere Versuche wurden zunachst mit Phaophytin (a + b) gemacht und mit 
reinem Phiophytin a wiederholt. Das Phaophytin (a + b) wurde nach Willstat- 
ter und Stoll* hergestellt, d.h. durch Extraktion von Brennesselmehl mit 90-proz. 
Athanol und Ausfallen des Phiophytins mit 2-n.HCl. Das reine Phaophytin a 
wurde aus Chlorophyll a hergestellt. Die Lésung des letztgenannten wurde durch 
Eluieren des an Staubzucker adsorbierten Chlorophylls a mit Ather erhalten. Der 
Ather wurde eingedampft und der Riickstand mit Alkohol aufgenommen. Das 
Phaophytin a wurde daraus nach oben genanntem Verfahren gewonnen. Das 
Chlorophyll a wurde auf chromatographischem Wege nach Winterstein und 
Stein‘ gewonnen. 





1 R. Willstatter u. A.Stoll, Untersuchungen iiber das Chlorophyll, 


| Springer-Verlag, Berlin 1913, S. 328ff. 


2 H. Fischer u. A. Stern, Die Chemie des Pyrrols, II, 2. Akad. Verlagsges. 


| Leipzig 1940, S. 332. 


3 1. ¢.1, 8. 257. 
4 A. Winterstein u. G. Stein, diese Z. 220, 263 [1933]. 
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Bogislav Rackow und Hans Kénig, 


Versuchsergebnisse 


Versuch 1: Phaophytin wurde in 96-proz. Alkohol in gut spektro- 
skopierbarer Konzentration (5 - 10-® Mol//) gelést. Ein Drittel der Lésung 
wurde mit festem MgCl, durchgeschiittelt und iiber diesem Salz stehen- 
gelassen. Das zweite Drittel wurde mit ZnCl, und das dritte ohne Salz- 
zusatz zum Vergleich stehengelassen. Selbst nach 14 Tagen war noch 
keine Anderung des Phaophytinspektrums der Magnesium enthaltenden 
Lésung festzustellen, wihrend der Parallelversuch mit ZnCl, den Ein- 
tritt von Zn?° in komplexe Bindung anzeigte. Wie bei allen porphyrin- 
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100 Lichtabsorption von Phaophytin- 
lésung (a + b) in Alkohol + Pyr- 
idin ohne (—) und mit (---) Zusatz 
050 von MgCl, nach Versuch 3. 
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aihnlichen Stoffen ist auch hier die wasserstoffhaltige Verbindung wesent- 
lich bandenreicher als deren Metallkomplexe. Gleichzeitig wird bei Kom- 
plexbildung die Rotbande des Chlorophyligeriists wesentlich verstarkt. 

Versuch 2: Fiigte man dem gleichen Ansatz wie bei Versuch 1 
ein wenig Pyridin hinzu, so waren die Phiophytinbanden nach 14 Tagen 
nur noch ganz schwach sichtbar, und einige Wochen spater war nur 
noch die Rotbande des Chlorophylls zu sehen. Der Unterschied zur 
braunlich-gelben Vergleichslésung des Phaophytins fiel schon beim 
bloBen Anblick auf; denn die mit MgCl, versetzte Lésung war wieder 
griin geworden. 

Versuch 3: Mit reinem Phaophytin a in pyridinhaltigem Athanol 
wie bei Versuch 2 wurde der Umschlag von Gelblichbraun nach Griin 
innerhalb von 3 Wochen beobachtet. 

Die Proben der Versuche 2 und 3 wurden mit dem schon anderweitig 
von uns beschriebenen Spektralphotometer vermessen®. 

Die Abbildung veranschaulicht die Absorptionskurven der Phio- 
phytinl6sung (a + b) ohne und mit Einwirkung von MgCl,. Der ent- 
sprechende Versuch mit einer Lésung von reinem Phaophytin a ergab 


5 B. Rackow u. H. Préger, diese Z. 308, 63 [1957]. 
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fast die gleichen Unterschiede der Absorptionskurven. Aus dem starken 
Absinken der drei Maxima im Orange und Griin und der gleichzeitigen 
Vergr6Berung der Rotbande ist der Eintritt von Magnesium in die kom- 
plexe Bindung deutlich zu erkennen. 


Zusammenfassung 


Bei der Inkubation alkoholischer Phaiophytinlésungen mit iiber- 
schiissigem MgCl, in Gegenwart von Pyridin tritt Griinfarbung auf, im 
Spektrum wird die Rotbande verstiarkt bei gleichzeitigem Absinken der 
charakteristischen Phaiophytinbanden. Die Beobachtung wird mit dem 
Eintritt des Magnesiums in komplexe Bindung erklart. 


Summary 


When alcoholic solutions of phaeophytin containing excess magne- 
sium chloride are incubated in the presence of pyridine a green colour- 
ation is produced. The red band in the spectrum is intensified while 
the characteristic phaeophytin bands are diminished in intensity. The 
effect is assumed to be due to the entry of magnesium into complex 
linkage. 
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Die Herstellung kontinuierlich veranderlicher Mischungs- 
verhiltnisse verschiedener Fliissigkeiten 
fiir Gradientenelution in der Chromatographie 
und ahnliche Anwendungen 


Von 
E. GeiB 
Aus der Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Januar 1957) 


Herrn Prof. Dr. E. Traub zum 50. Geburtstag gewidmet 


Bei vielen Anwendungen der Chromatographie ist es von Vorteil, 
die Elution der in der Saule adsorbierten Stoffe nicht durch abgestufte, 
sondern durch stetig verinderliche Konzentrationen hervorzurufen. Die 
Anforderungen an den Verlauf des Konzentrationsgradienten kénnen 
sehr vielgestaltig sein. Daher haben verschiedene Autoren Apparaturen 
angegeben, um den gestellten Aufgaben gerecht zu werden. Den meisten 
Anordnungen, die eine kontinuierliche Mischung von Lésungen liefern, 
ist es gemeinsam, daB aus Vorratsgefifien die Lésungen in MischgefaBe 
flieBen, die selbst wieder mit einer Anfangslésung beschickt worden 
waren. : 


Drake! hat die Grundformen der bisher bekannten Anordnungen und die 
Differentialgleichungen fiir deren Konzentrationsverlauf mit ihren Losungen an- 
gegeben (siehe Abb. 1). 


Abb. 1. Bisher bekannte Mischappara- 
turen (nach Drake): 





a) Einstufige Anordnung mit geschlos- 
senem MischgeféB, b) Zweistufige An- 
ordnung mit geschlossenen MischgefaBen, 
c) Anordnung mit offenem MischgefaB, 
abnehmendes MischgefaBvolumen. 














Die Kennzeichen dieser Anordnungen in Abb. 1 sind: 

a) ein Zulauf mit konstanter Konzentration, ein MischgefaB mit konstantem 
Mischvolumen; 

b) ein Zulauf mit konstanter Konzentration, zwei hintereinander geschaltete 
MischgefaéBe mit beliebigen, jedoch konstanten Mischvolumen, wobei im 
Zulauf zum zweiten MischgefaB die Konzentration verandert wird; 

c) ein Zulauf mit konstanter Konzentration, ein Mischgefa8 mit stetig ab- 
nehmendem Mischvolumen. 

Anordnungen nach Abb. la sind die urspriinglichen Ausfiihrungsformen. 

Sie sind u. a. beschrieben bei Alm, Williams und Tiselius?, Cherkin, Martinez 


1B. Drake, Ark. Kemi 8, 1 [1955]. 
2 R.S. Alm, R. J. P. Williams u. A. Tiselius, Acta chem. scand. 6, 826 
[1952]. 
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und Dunn, Hurlbert, Schmitz, Brumm und Potter‘ und in einer Variation 
bei Zahn und Stahl’. 
Den Konzentrationsverlauf zeigt Abb. 2a. 
Die kennzeichnenden Eigenschaften des Kurvenverlaufs sind: 
1. ein anfanglich starker Konzentrationsanstieg, dessen Steigung durch das 
MischgefaBvolumen bestimmt ist; 
2. eine langsame, asymptotische Annaherung an die Zulaufskonzentration; 
3. der charakteristische Verlauf aller méglichen Kurven ist gleich. 


Die Anordnung nach Abb. 1b ist in den ersten beiden GefaBen identisch mit 
Abb. la und beschickt das zweite MischgefaB mit veranderlicher Konzentration. 
Da alle drei GefaBe mit verschiedenen Konzentrationen beschickt sein kénnen und 
die Reihenfolge der Konzentrationsstufen auch noch geaindert werden kann, 
ergeben sich 6 verschiedene Kurventypen, zu denen noch 6 inverse Formen durch 
Vertauschen der Konzentrationsverhaltnisse hinzukommen. 

Die zur Zeit fiir die Praxis interessierenden drei Kurven mit symbolischer 
Darstellung der Konzentrations-Abstufungen 1; 0,5 und 0 sind in Abb. 2a, b und c 
angegeben. Die anderen drei Formen haben im Kurvenverlauf ein Maximum, 
d. h. nach einem anfanglichen Anstieg fallt die Konzentration wieder, ahnlich wie 
in Abb. 2f, g und h. Der Kurvenverlauf kann durch. Verainderung der beiden 
MischgefaBvolumen beeinfluBt werden. 

Bemerkenswert ist, daB bei dieser Anordnung auch ein Kurventyp mit 
horizontaler Anfangstangente mdglich ist, wie Abb. 2c zeigt. Jedoch wird bei allen 
sechs Anordnungen die Endkonzentration nur asymptotisch, wie bei Anordnung 
nach Abb. la angenahert. 

Die Anordnung nach Abb. 1c wurde von Drake! speziell fiir parallelwandige 
GefaBe (konstanter Querschnitt) berechnet. Eine Beschreibung ihrer Anwendung 
zur Herstellung von kontinuierlichen Dichtegradienten in Réhrchen findet sich bei 
Tung und Taylor®. Mit ihr ist es auch méglich, die von Lakshmanan und 
Lieberman’ aufgestellten Bedingungen zu erfiillen, wonach die Kurve nach oben 
konkav, linear oder konvex ist, je nachdem die AbfluBmenge gréBer, gleich oder 
kleiner dem Doppelten der Zuflu8menge zum Mischgefa8 ist. Boman® wandelt 
das ZulaufgefaB zu einer Kegelform ab und erreicht so, daB der Querschnitt des 
ZulaufgefaBes stetig zunimmt. Er erhalt damit einen Kurvenverlauf mit — bei 
der aufgezeichneten Anordnung — nahezu horizontaler Anfangstangente und nach 
oben konkaver Form. 

Zur Erzeugung ganz beliebiger Kurvenformen sind auch Anordnungen mit 
selbsttatigen Regelvorrichtungen méglich, wie sie zum Beispiel Zahn und Stahl® 
angegeben haben. Jedoch sind derartige Anlagen in ihrem konstruktiven Aufbau 
sehr anspruchsvoll und werden aus diesem Grund vorerst den Industrielaboratorien 
vorbehalten bleiben. 


Fir Versuche mit Ionenaustauschern, wie sie von Matheka und 
Armbruster (im Druck) beschrieben werden, wurde in unserem Insti- 
tut eine Mischapparatur gesucht, deren Konzentrationskurve aus einer 
horizontalen Anfangstangente iiber einen etwa exponentiellen Anstieg 


3 A. Cherkin, F. E. Martinez u. M.S. Dunn, J. Amer. chem. Soc. 75, 
1244 [1953]. 

4 R. Bb. Hurlbert, H.Schmitz, A. F. Brumm u. van R. Potter, J. biol. 
Chemistry 209, 23 [1954]. 

5 R. K. Zahn u. J. Stahl, diese Z. 298, 1 [1953]. 

6 L. H. Tung u. W.C. Taylor, J. Polymer. Sci. XXI, Nr. 97, 144 [1956]. 

7 T. K. Lakshmanan u. S. Lieberman, Arch. Biochem. Biophysics 45, 
238 [1953]. 

§ H. G. Boman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] Vol. 16, 245 [1955]. 

® R. K. Zahn u. J. Stahl, diese Z. 302, 204 [1955]. 
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zu einem annahernd linearen Verlauf iibergeht. Diese Bedingungen 
waren erforderlich, um eine saubere Trennung der Substanzen zu er- 
reichen, die im Anlauf des Konzentrationsgradienten eluiert werden. 
Gleichzeitig verkiirzt sich die Versuchsdauer durch Verminderung des 
Eluats bei héherer Konzentration. 

Kine Anordnung nach Abb. 1b mit dem Kurvenverlauf nach Abb. 2c 
hatte die Bedingung der horizontalen Anfangstangente mit etwa ex- 
ponentiellem Anstieg erfiillen kénnen, der weitere Konzentrationsverlauf 
war jedoch unbrauchbar wegen der asymptotischen Annidherung der 
Endkonzentration. Einer Erhéhung der Zulaufkonzentration standen die 
begrenzte Léslichkeit der Salze im Wege. Zudem steigt die Konzen- 
tration im Anfang so rasch an, daB die gewiinschte Auftrennung der 
Substanzen nicht mehr erreicht wurde. 


Abb. 3. Mischapparatur mit zwei Zulauf- 
gefaBen und einem geschlossenem Misch- 
gefaB. 





Eine Anordnung nach Abb. 1le in der abgewandelten Form von 
Boman§ ergab Schwierigkeiten in der exakten Festlegung der Anfangs- 
bedingungen, weil durch die Konzentrationsunterschiede in den beiden 
GefaBen eine Selbstdurchmischung eintrat. Die Verbindung der beiden 
GefaiBe durch eine Kapillare zur Erhéhung des Stromungswiderstandes 
brachte Stérungen fiir den gleichmaBigen Lauf der Apparatur. 

Auf Grund der gegebenen Aufgabenstellung wurde daher eine 
Mischapparatur entwickelt, die den geforderten Bedingungen weitgehend 
entsprach, aber dariiber hinaus noch eine groBe Variationsméglichkeit 
fiir den Kurvenverlauf der Konzentration besitzt. Da derartige Gra- 
dienten vielseitige Anwendung finden, zum Beispiel px-, Temperatur- 
gradienten, Mischung zweier Fliissigkeiten usw., ist die Apparatur fiir 
sehr verschiedenartige Zwecke verwendbar. 

Der prinzipielle Aufbau (s. Abb. 3) besteht aus einem MischgefaB 
konstanten Inhalts und zwei VorratsgefaBen mit verinderlichem Quer- 
schnitt. Die Zulaufréhren endigen iiber ein Luftpolster in dem Misch- 
gefaB. Das Luftvolumen in dem MischgefaB ist konstant und nach auBen 
abgeschlossen. Diese Anordnung verhindert ein direktes Durchmischen 
der Fliissigkeiten, ohne den Strémungswiderstand der Zulaufréhren un- 
notig heraufzusetzen. Trotzdem bilden die ZulaufgefiBe ein kommuni- 
zierendes System, da jeder Ablauf aus dem MischgefaB im Luftvolumen 
des MischgefaBes einen Unterdruck bewirkt, der ein gleichmaBiges Ab- 
sinken des Fliissigkeitsstandes in den beiden ZulaufgefaBen zur Folge hat. 
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Die Gestalt der ZulaufgefiBe und das MischgefaBvolumen kénnen 
in weiten Grenzen variiert werden. Als ZulaufgefaiBe sind GefaBe mit 
beliebig veranderlichem Querschnitt anwendbar. 

Die Berechnung der Differentialgleichung fiir den Konzentrations- 
verlauf bei beliebigen Formen der ZulaufgefaBe ist am einfachsten, wenn 
als unabhingig verinderliche GréBe die Hohe h des absinkenden Flissig- 
keitsspiegels in den ZulaufgefaBen betrachtet wird. 

Im MischgefaiB ist das Fliissigkeitsvolumen konstant = Vy, die 
Augenblickskonzentration ist vonhabhingig, also c,, (4). Im ZulaufgefaB I 
(bzw. II) ist die Fliissigkeitskonzentration konstant = c, (bzw. = ¢,), 
der Querschnitt, d. h. die Oberfliche des Fliissigkeitsspiegels ist mit h 
verinderlich, also q,(h) (bzw. q,(h)). 

Fir das ausgelaufene Volumen V gilt nun 

h 


Va) = | {ar(h) + Gq(h)}-dh. (1) 
ho 
Die Konzentration c = c,,(h) im Auslauf aus dem MischgefaéB ergibt sich 
aus der Differentialgleichung 


Vin'de(h) = [cy-q,(h) + Cy'q.(h) — c(h) {91 (2) + qo(h)}]dh. (2) 


Fiir die Herleitung dieser Differentialgleichung wurden gleiche Flissig- 
keitsdichten in den ZulaufgefaiBen vorausgesetzt, also y, = yo. Bei un- 
gleichen Dichten (y,+y,) tritt eine Niveaudifferenz zwischen den 
Fliissigkeitenspiegeln der ZulaufgefaiBe auf, die oft im Rahmen der Ver- 
suchsgenauigkeit vernachliassigt werden kann. 

Soll der Dichteunterschied beriicksichtigt werden, so ist als h die 
Niveauerniedrigung der weniger dichten Fliissigkeit, zum Beispiel im 
ZulaufgefaB I, zu messen, und es muB dann in (1) und (2) statt q,(h); 


aa (h) heiBen: (8); go") 
2 


Die allgemeine Differentialgleichung (2) ist in geschlossener Form 
lésbar fir den Fall, daB sich die Querschnitte der ZulaufgefaBe linear 
mit der Hohe h andern, insbesondere, wenn dabei die Summe der Quer- 
schnitte stets gleich bleibt. Man erhilt dann fiir die beiden Zulaufgefafe 
Formen, die durch diagonale Unterteilung eines Quaders entstehen 
(s. Abb. 4). Sind bei Versuchsbeginn beide GefiBe voll mit-dem Gesamt- 
volumen V, und ist die Anfangskonzentration im MischgefaB co, so er- 
halt man die Abhingigkeit der Konzentration c im Mischgefa8B vom aus- 
geflossenen Volumen V in der Form: 

y 
an 7 ! 4 y Veto" (3) 
Vig = CyVq + (Cg—C,)'V + {(€g — Cy) Vin — (€, — Co) Vo} -(€ ™—1). 

Da auch hier alle drei GefiBe am Anfang mit verschiedenen Kon- 

zentrationen beschickt sein kénnen, ergeben sich wieder 6 verschiedene 
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Kurventypen mit 6 inversen Formen. Sie sind fiir die Konzentrations- 
verhaltnisse 1; 0,5; 0 in Abb. 2a, d—h dargestellt. 
Aus Gl. (3) folgt, daB die Steigung der Anfangstangente fiir V = 0 
gegeben ist durch 
de C1 — Co 
_ ee ele 


Sie wird Null, wenn cy = ¢, 
ist (Abb. 2e). 

Gegeniiber Abb. 2c hat 
diese Kurvenform den Vor- 
teil, daB kein Wendepunkt 
mehr auftritt, sondern die 

Endkonzentration nahezu 
linear erreicht wird. 

Gut bewahrt hat sich 
die Anordnung mit einem 
Kurvenverlauf nach Abb. 2e 
bei Versuchen mit Ionen- 
austauschern, die von Ma- 
thekaundArmbruster(im 
Druck) beschrieben werden. 
Besonders_ giinstig wirkte 
sich dabei die horizontale 
Anfangstangente aus, denn 
sie verhindert einen stoBar- 
tigen Elutionsbeginn. Auf 
diese Weise gelang eine viel 
exaktere Trennung der ersten 
Fraktionen gegeniiber einem 
Elutionsversuch mit der An- 
ordnung nach Abb. La. 

Die praktische Ausfiihrung 
der Mischapparatur, wie sie in 
unserer Werkstiatte hergestellt 


wurde, zeigt Abb. 4. : P ' 
Die beiden ZulaufgefaBe Abb. 4. Praktische Ausfiihrung einer Misch- 











sind durch diagonale Untertei- | apparatur mit zwei ZulaufgefiBen und einem 
lung eines Quaders entstanden geschlossenem MischgefaB. 


und erfiillen somit die oben an- 
gefiihrte Bedingung fiir Gl. (3). Der Querschnitt der Zulaufschlauche darf nicht 
zu eng genommen werden, da sonst durch die verschiedenen Strémungs- 
geschwindigkeiten der Strémungswiderstand nicht mehr vernachlassigt werden 
kann. Als wesentlich fiir einen stérungsfreien Versuchsverlauf ist zu erwahnen, 
daB die Enden der Zulaufe in das Mischgefa8 nicht nach unten gebogen sein 
diirfen, sondern in freiem Uberlauf endigen, so daB8 eine Heberwirkung vermieden 
wird. 

Die in unserem Institut gebaute Apparatur (Abb. 4) hat folgende GréBen: 
Das Gesamtvolumen der ZulaufgefaBe ist 660 m/, das héchste Fiillvolumen des 
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MischgefaBes betragt 130 ml. Die Anordnung kann sowohl durch den Sog der aus- 
laufenden Fliissigkeit, wie es in Abb. 3 und 4 dargestellt ist, als auch durch 
kommunizierenden Uberdruck in den ZulaufgefaBen betrieben werden. 

Die hier beschriebene Anordnung kann leicht von jeder Institutswerkstatt 
gebaut werden. Bei Arbeiten mit waBrigen Lésungen hat sich Plexiglas als Werk- 
stoff gut bewahrt. F 

Die Ubereinstimmung des theoretischen Kurvenverlaufs mit dem 
Experiment wurde an Hand eines Konzentrationsgradienten von Salz- 
lésungen mit Hilfe von Leitfahigkeitsmessungen gepriift. Abb. 2i zeigt 
den theoretischen Verlauf der Konzentration entsprechend Abb. 2e im 
Vergleich mit den MeBwerten. 

Herrn Dr. Strohmaier danke ich fiir anregende Diskussionen, ebenso der 
Institutswerkstatt fiir einwandfreie Ausfiihrung der Apparatur. 


Zusammenfassung 


Es werden die bekanntesten Verfahren und Anordnungen zur Her- 
stellung von Mischungsgradienten von Fliissigkeiten miteinander ver- 
glichen. Zur Erzeugung einer Konzentrationskurve, die aus einer hori- 
zontalen Anfangstangente iiber einen etwa exponentiellen Anstieg zu 
einem annahernd linearen Verlauf iibergeht, wurde eine Apparatur ent- 
wickelt, die groBe Variationsméglichkeiten besitzt. Die Anordnung wird 
beschrieben und ihre Differentialgleichung fiir den allgemeinen Fall an- 
gegeben. Die ~Méglichkeiten der praktisch ausgefiihrten Form werden 
erlautert und die Ubereinstimmung der theoretischen Kurvenform mit 
dem wirklichen Verlauf bestatigt. 


Summary 


A comparison is made of the various methods available for the 
production of liquid mixtures of continuously variable composition. An 
apparatus has been developed which yields an elution curve consisting 
of an initial portion with a horizontal tangent followed by an approxi- 
mately exponential gradient which then becomes approximately linear. 
The apparatus, which is extremely versatile, is described and the dif- 
ferential equation for the general case given. The potentialities of the 
apparatus are discussed and the form of the curve obtained in practice 
is shown to be in agreement with the theoretical curve. 
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Uber den Wirkungsmechanismus von Coenzym A 
Von 
Johann Piitter 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1957 


Seit der Entdeckung des Coenzyms A durch die Untersuchungen von 
Lipmann und Kaplan! iiber die Acetylierung von aromatischen Ami- 
nen im Zusammenhang mit den Arbeiten Nachmannsohns? iiber die 
Cholinacetylase im Nervengewebe ist die Mitwirkung des Coenzyms A 
fiir eine Fille von weiteren Reaktionen festgestellt worden. Alle diese 
Reaktionen haben das eine gemeinsam, daB sie iiber eine bestimmte 
Zwischenstufe, nimlich eine Acetyl- oder — allgemeiner gesagt — eine 
Acyl-Coenzym A-Verbindung, ablaufen, deren Nut ur erstmalig Lynen*4 
im Falle der ,,aktivierten Essigsiure“‘ aufklaren konnte. Diese ist wie 
alle anderen Acyl-Coenzym A-Verbindungen ein an der SH-Gruppe 
acyliertes Coenzym A, das im freien Zustande ein Mercaptan ist: 

CoA—S—COCH, bzw. CoA--S—COR 

(Nach Lynens Vorschlag® wird in dieser Arbeit fiir Coenzym A das chemische 
Symbol CoA = CoA—SH benutzt.) 

Entsprechend der chemischen Natur dieser (gut faBbaren und relativ 
stabilen) Zwischenverbindung ist Coenzym A in der Lage, Acylreste zu 
tibertragen und Acylierungen und Entacylierungen zu bewirken, z. B.: 

CH,-C00® + NH,-C,H,-S0,-NH, qromrakton 
CH,:CO-NH-C,H,SO,-NH, + OH® 

Daneben ist jedoch Coenzym A, das man auch als Acylierungs- 
coenzym oder Co-Transacetylase bezeichnet, noch an Reaktionen be- 
teiligt, die mit einer Acylierung nichts zu tun haben, sondern bei denen 
die Essigsiiure am Methyl-Ende als aktiviert zu betrachten ist. Der Proto- 
typ dieser Reaktionsweise ist die nach Stern und Ochoa sowie nach 
Novelli und Lipmann‘® unter Beteiligung von Coenzym A verlaufende 
Synthese von Citronensiure: 


* Jetzige Anschrift: Farbenfabriken Bayer-A. G., Werk Wuppertal-Elberfeld, 
Pathologisches Institut. 

1 F. Lipmann, J. biol. Chemistry 160, 173 [1945]; F. Lipmann u. N. O. 
Kaplan, ebenda 162, 743 [1946]; N. O. Kaplan u. F. Lipmann, ebenda 174, 
37 [1948]. 

2 O. Nachmannsohn u. A. L. Machado, J. Neurophysiol. 6, 397 [1943]; 
O. Nachmannsohn u. M. Berman, J. biol. Chemistry 165, 551 [1946]. 

3 F. Lynen, E. Reichert u. L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574, 1 [1951]. 

4 F. Lynen u. E. Reichert, Angew. Chem. 68, 47 [1951]. 

5 J. R. Stern u. 8. Ochoa, J. biol. Chemistry 179, 491 [1949]. 

6 G. D. Novelli u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 182, 213 [1950]. 
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CH,—CO,H CH,—CO,H 
9 ATP, CoA, Mg2@ HO—C—CO,H 
O= C—CO,H Proteinfraktion — 
CH,—CO,H 
CH,—CO,H 


Es soll im folgenden untersucht werden, wie diese beiden an sich 
vollkommen verschiedenen Reaktionsmechanismen aus der Natur des 
Acetyl-Coenzyms A zu verstehen sind. 


Acetylierung von aromatischen Aminen 


Die eigentlichen Acylierungsreaktionen, dargestellt am Beispiel der 
Acetylierung aromatischer Amine, lassen sich in einfacher Weise deuten 
als Reaktion des infolge Heterolyse der CO-Doppelbindung positivierten 
C-Atoms (durch das benachbarte S-Atom begiinstigt und durch An- 
naherung der :NH,-Gruppe verstirkt) mit der nucleophilen NH,-Gruppe, 
indem sich das positive C an das freie Elektronenpaar anlagert (Ar 
== Arylrest): 


H 0° H 
CoA—S—CO—CH, <——+ CoA—s °C fee + cae ~~ tha Se 
oH, S 


H CH, H 
Durch Ubergang eines H®-Ions von N zu S wird dann CoA 
wieder abgespalten: 


H 0° 0° 
+» CoA—s? C—NH—Ar . CoA—SH + C°-NH—Ar 
e | oe | 

CH; CH; 


CH,—CO—NH—Ar 

Beim letzten Schritt hat sich also das S vom C unter Mitnahme 

der Elektronen gelést, wodurch die positive Ladung des S verschwindet 
und der Ladungsausgleich zwischen C und O wieder stattfinden kann. 
An Stelle des geschilderten Reaktionsverlaufs ist es allerdings ebenso 


denkbar, daB nach der Anlagerung zunichst CoA —S.°; abgespalten wird, 
das dann sekundar H® anlagert. Ein aihnlicher Reaktionsverlauf ist von 
R. Schwyzer’ fiir CoA-Modelle angenommen worden. Allerdings halten 
wir Schwyzers Eingruppierung der CoA-ahnlichen Acetylierungen in 
den Reaktionstyp Sx, bei der Fermentreaktion fiir nicht geeignet, da 
hierdurch der Eindruck einer stoBartigen Substitution ohne primares 
Addukt hervorgerufen wird. 

Fir die Erklarung des Acetyliibergangs von 8 zu N, auch unter 
intermediarer Bildung einer primaren Anlagerungsverbindung, ist die 
Annahme einer volligen Lésung der z-Elektronen der CO-Doppelbindung 
nicht unbedingt erforderlich; auch ohne diesen Vorgang ist das C der 


7 R.Schwyzer, Helv. chim. Acta 36, 414 [1953]. 
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Acetylgruppe etwas positiviert und somit in der Lage, zu dem freien 
Elektronenpaar des N-Atoms in Beziehung zu treten und sich danach 
vom § zu lésen, wodurch die Beziehung eine direkte wird. Eine kurz- 
fristig existenzfaihige Additionsverbindung ist denkbar durch eine ge- 
wisse Briickenfunktion des Carbonyl-C, wobei der Energieinhalt durch 
Austauschkrafte verringert wird. 


CoA—S: 0 'CoA-S: 0 CAS: 0 
\cZ —> ~ cZ _ —> * ‘ > 
v4 ~~ * oe on. 
+ Ar—NH CH, Ar—NH CH, Ar—NH CH, 
H he H H t 
- H —_ 
CoA—S: O CoA—SH O 
a 4 sa ce 
esis aes 
Ar—NH_ CH, 4+ Ar—NH CH, 


Die Citratsynthese 


Die nach Lynen?® am besten mit einer Aldolkondensation vergleich- 
bare Synthese der Citronensiure ist auf die soeben beschriebene Weise 
nicht ohne weiteres erklirbar. Die Annahme, daf das Acetyl-Coenzym 
in seiner Enolform® vorliegen kénne, so daB es sich letzlich um eine 
Addition an eine Doppelbindung handelt, ist hypothetisch. Die Enol- 
form diirfte nicht existenzfahig sein. 

Abweichend hiervon nimmt Lynen® in einer spiteren Arbeit die 
einfache Abdissoziation eines H®-Ions der Methylgruppe an unter 
Hinterlassung einer negativierten CH,-Gruppe. Eine befriedigende Deu- 
tung liegt in der Kombination beider Hypothesen, naimlich in der An- 
nahme eines Anions der Enolform, das in zwei mesomeren Grenzformen 
auftreten kann und so eine Stabilisierung erfahrt. 


I. II. II. 


O O O° 
CoA—S—CY + |coa—s—c¢ ee ea He 
\cH NOH, cH, 

Es ist dann leicht einzusehen, daB das negativierte C der Form II 
mit dem positivierten C der aufgerichteten Carbonyldoppelbindung der 
Oxalessigsdure in Beziehung tritt, wobei allerdings der Schritt der Ab- 
spaltung des Coenzyms A noch ungeklart ist. 


3 


Gee 


: ——-:0. _,CO,H 
- Y H¢ *- \e7% rf 
CohRS—C& HC 
CH | 
te | CH,—CO,H 


8 J. R. Stern, B.Shapiro, E.R. Stadtman u. 8. Ochoa, J. biol. Che- 
mistry 198, 703 [1951]. 
® F. Lynen, Fed. Proc. 12, 683 [1953]. 


6* 
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Die Annahme eines derartigen mesomeren Anions II «— III erklart 
also die zweite Funktion des Coenzyms A, nimlich die Anlagerung der 
Essigsiure mit ihrer CH,-Gruppe an ein positiviertes C. Auch gewéhn- 
liche Acetylierungen lassen sich mit Hilfe der erwaéhnten mesomeren 
Ionenformen deuten; doch scheint hierfiir deren Annahme nicht erforder- 
lich zu sein. Ob beim Acetyl-Coenzym A das Carbonyl- oder das Methy]- 
Kohlenstoffatom aktiviert wird, diirfte im wesentlichen von der Natur 
des Apofermentes abhingen. Gemeinsam ist beiden Mechanismen die 
Polarisation der C-C-Bindung des Acetyls in dem Sinne, daB das Carbo- 
nyl-C positiv und das Methyl-C negativ induziert ist, wobei allerdings 
je nach Reaktionsart die eine oder die andere Induktion mehr im Vorder- 
grund steht. 

Wahrend bei einer nichtfermentativen Aldolkondensation durch 
OH®- und bei der Claisen-Kondensation durch RO®-Ionen mit der Ab- 
sprengung von H® die Reaktionen ausgelést werden, diese also im alka- 
lischen Milieu vor sich gehen, mu8 bei der enzymatischen Citratsynthese 
durch andere Vorginge die H®-Ablésung erleichtert werden. Am wahr- 
scheinlichsten ist die Annahme einer H®-Briicke zu einer Gruppe des 
Apoenzyms, die als Protonenacceptor dienen kann. Auch eine voriiber- 
gehende Anlagerung des H® an den Schwefel des CoA, der damit drei- 
bindig wiirde, ist als Méglichkeit in Betracht zu ziehen: 


8 
CO—CH,  ,CO,H 


L ro 


Allerdings kommen fiir die H®-Ablésung auch andere Gruppen des 
Cofermentes in Betracht, wobei vor allem an eine der Phosphatgruppen 
zu denken ist. Im iibrigen soll darauf hingewiesen werden, daB die be- 
schriebene Ionenform des Acetyl-Coenzyms A in freiem Zustand nicht 
vorliegen diirfte, sondern nur seine Reaktionsform darstellt, auf deren 
Entstehung auch die anderen reagierenden Teilnehmer einen Einflu8 
ausiiben unter Ausbildung eines ,,Reaktionskniuels‘‘ etwa in der Art, 
wie es auf S. 88—89 beschrieben ist. 

Dem fir die Reaktion erforderlichen Mg2®-Ion?° ist wahrscheinlich die Funk- 
tion einer voriibergehenden komplexen Bindung der CH®,-Gruppe zuzuschreiben, 
an deren Stelle nach erfolgter Kondensation (Entstehung der neuen C—C-Bindung) 
das sich ablésende CoA—S® (oder auch CoA—SH unter nachtraglicher Ablésung 
des H®; s. 0.) treten kann; gleichzeitig tritt ein OH® an die vom geléste Gruppe 
®CO. Auch bei anderen CoA-Reaktionen, an denen Mg*® beteiligt ist, konnte es 
eine ahnliche Bedeutung haben. Es erschein: ferner wahrscheinlich, daB auch bei 
véllig anderen Fermentreaktionen, wie z. B. bei der Pyruvat-Decarboxylierung 
oder bei der Photosynthese, dem Mg®® als Komplexbildner eme erhebliche Be- 
deutung zukommt. 


10 J. R. Stern u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 179. 491 [1949]; 191, 161 
[1951]. 
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Die angefiihrten Reaktionsschemata kénnen nur unvollstiandig sein, 
da die beschriebenen Mechanismen nicht ohne Mitwirkung eines Apo- 
fermentes ablaufen. Schwyzer’ konnte zwar mit Acylderivaten von 
CoA-Modellen nicht-fermentative Acylierungen bewirken. Jedoch ent- 
hielten diese Modelle wesentlich stirker polare und somit starker polari- 
sierend wirkende Gruppen als Coenzym A selbst. Acylderivate von 
Coenzym A und seinen Bruchstiicken (z. B. Cysteamin) waren nicht 
wirksam bzw. erst nach Aktivierung mit bestimmten elektrophilen Kat- 
ionen!!, die zudem eine besondere Affinitaét zum S aufwiesen. Ahnliches 
wie fiir die Acylierung diirfte auch fiir die Citratsynthese gelten, wo 
ebenfalls dem Fermentprotein die Funktion der Verstirkung der Polari- 
sation zukommt; vielleicht handelt es sich um Protein mit besonders 
stark protophilen Gruppen. Dem Apoferment fallt neben der Herstellung 
der réumlichen Beziehung der Reaktionsteilnehmer zueinander noch die 
Aufgabe der Aktivierung des Molekiils durch Polarisation der Bindungen 
zu, wobei vielleicht im ersten Falle entsprechend Schwyzers Kationen- 
modellen besonders stark elekirophile und im zweiten (Citronensaure- 
bildung) besonders stark protophile Gruppen die aktivierenden Teile des 
Fermentes sind. Es kann zwar auch Acetyl-Coenzym A, wie die zu seiner 
Bestimmung angewendete Ammonolyse zeigt!*, ohne Apoferment acety- 
lierend wirken, aber nur auf relativ starke Basen, da solche in der Lage 
sind, seine an sich schwache Polarisation noch geniigend zu verstirken. 
Jedoch liegen starke Basen bei physiologischem px praktisch nicht in 
freier Form vor (kein einsames Elektronenpaar), so daB unter physio- 
logischen Bedingungen nur schwache Basen in Frage kommen, die an- 
dererseits ohne Apoferment nicht hinreichend polarisierend wirken. 


Bildung von Fettséiuren 


Ein Sonderfall liegt vor bei der Synthese der Acetessigsiure (und 
auch anderer -Ketosiiuren), wo das Coenzym A die beiden oben be- 
sprochenen Funktionen gleichzeitig ausiibt, indem ein Molekiil Acetyl- 
CoA acetylierend und das andere essigsiureanlagernd wirkt. Es ist dies 
das fermentative Analogon der Claisen-Kondensation?. Das dem S be- 
nachbarte positivierte Carbonyl-C und das negativierte endstindige C 
des anderen Molekiils reagieren miteinander durch eine Kombination 
der beiden oben diskutierten Reaktionsmechanismen. 


7 7 
CoA—S—CO—CH,  CO—CH, | CoA—S—CO—CH,—CO—CH, 
oh eae + H S—CoA 
H® :S—CoA 


A 


bi ae 
Der aus der nicht-fermentativen Chemie bekannte Effekt der Hyper- 
konjugation lehrt, daB bei C-Atomen, die Carbonyl- oder entsprechenden 


---R, Schwyzer u. Ch. Hirrlimann, Helv. chim. Acta 87, 155 [1954]. 
12 F, Lynen, Liebigs Ann. Chem. 574, 33 [1951]. 
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Gruppen benachbart sind, die Tendenz, eine negative Ladung anzu- 
nehmen, am gréBten ist, wenn es sich um ein Methyl-C handelt. Also 
wird z. B. Butyryl-CoA, bei dem der CO-Gruppe nur eine CH,- und keine 
CH;-Gruppe benachbart ist, nicht so leicht zur Ausbildung des meso- 
meren Systems O ; 0° 
. 
CH,—CH,—CH—C—S—CoA <«——- CH,—CH,—CH=C—S—OoA 
neigen wie Acetyl-CoA zu den oben beschriebenen. Reagieren also Acetyl- 
CoA und Butyryl-CoA miteinander, so ist zu erwarten, daB das letztere 
acylierend und das erste essigsiureanlagernd wirkt, also #-Keto-capryl- 
Coenzym A gebildet wird: 
fee a 
) | 
CoA—S—CO—CH, CO—CH,—CH,—CH, 
+ _, CoA—S—CO—CH,—CO—CH,—CH,—CH, 
H® :S—CoA + H—S—CoA 
L. J 

Aus diesem entsteht dann durch hier nicht zu besprechende Reak- 
tionen!® Capryl-CoA. Die leichtere Negativierbarkeit des CH;-Kohlen- 
stoffs gegeniiber dem CH,-Kohlenstoff ist demnach offenbar eine der 
Ursachen, daB in der Natur der Aufbau der nicht verzweigten Fett- 
siuren bevorzugt ist. 

Immerhin scheint der Natur auch der andere Weg, namlich der einer Acy- 
lierung der CH,-Gruppe, mdglich zu sein. Es sei hier auf die im Verlauf des Abbaues 
von Isoleucin (iiber «-Methyl-butyryl-Coenzym A) eintretende Reaktion* 

CH,—CO—CH—CO—S—CoA + CoA—SH +=; CH,;—CO—S—CoA 
| 
CH, + CH,—CO—S—CoA 
| 
CH, 
hingewiesen, deren Reversibilitét allerdings noch nicht streng bewiesen ist, was 
wahrscheinlich auf der weit nach rechts orientierten Lage des Gleichgewichts 
beruht. Eine andere Méglichkeit eines durch Coenzym A vermittelten Aufbaues 
verzweigter Fettsiuren (die Bildung der ebenfalls verzweigten Citronensaure fiihrt 
nicht zu einer unsubstituierten verzweigten Carbonsiure) scheint nach den Arbeiten 
der gleichen Autoren!> zu bestehen, allerdings auch nur unter der Voraussetzung 
der noch nicht erwiesenen Reversibilitét aller beteiligten Reaktionen. Nach den 


genannten Untersuchern geht der Abbau von Leucin iiber Isovaleryl-CoA und dann 
nach hier nicht zu beschreibenden Schritten iiber folgende Zwischenstufen vor sich: 


CH, CH; 

| - | 
HO,C—CH,—C—CH,—CO—S—CoA + +--+; HO,C—CH,—C 

| 

OH 


0 
+ CH,—CO—S—CoA 


13 F.Lynen u. 8. Ochoa, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 12, 
299 [1953]. 

4 B. K. Bachhawat ,W. G. Robinson u. M. J. Coon, J. biol. Chemistry 
216, 727 [1955]. 

15 B. K. Bachhawat, W.G. Robinson u. M. J. Coon, J. biol. Chemistry 
219, 539 [1956]. 











was 
shts 
ues 
ihrt 
iten 
ung 
den 
ann 


ich: 


12, 
stry 


stry 





Bd. 308 (1957) Uber den Wirkungsmechanismus von Coenzym A 87 


Diese, noch nicht sicher als umkehrbar erkannte Reaktion entspricht etwa 
dem Citratabbau (die Citratsynthese ist reversibel). 


Acyloinbildung 


Wie im Vergangenen ausgefiihrt wurde, und wie auch nach den 
Modellversuchen von Schwyzer*!! mit Sicherheit anzunehmen ist, 
handelt es sich bei den Reaktionen des Coenzyms A nicht um Radikal., 
sondern um Ionen- oder Kryptoionenreaktionen, also um polare Mecha- 
nismen. Dabei ist das Carbonyl-C positiv und das Methyl-C negativ 
induziert. Es lassen sich somit Aussagen machen, ob bzw. unter welchen 
Voraussetzungen bei bestimmten Reaktionen die Beteiligung des CoA 
mdoglich ist oder nicht. Es sei dies an dem Beispiel der umstrittenen 
Frage seiner Mitwirkung bei der Acetoinsynthese diskutiert: 

Wahrend nach den meisten Autoren!®1718 die Acetoinsynthese, wie 
Untersuchungen an Hefe, Bakterien und daraus gewonnenen Ferment- 
praparaten zeigen, unter physiologischen Bedingungen ohne CoA-Be- 
teiligung vor sich geht, kamen Smith und Hendlin!® mit Hefeprapa- 
raten zum entgegengesetzten Ergebnis. Sie fanden, daB mit Aceton- 
trockenhefe, Coenzym A und DPN aus Pyruvat und Benzaldehyd 
Phenylacetyl-carbinol gebildet wird, und nehmen dabei die Mitwirkung 
von Acetyl-CoA an, das den Benzaldehyd acetyliert; sie diskutieren 
hierfiir u. a.die nachstehende Reaktionsfolge und 


CoA—S—CO—CH, + O=CH—C,H; + CoA—SH + CH,—CO—CO—C,H, 
CH,—CO—CO—C,H, + DPNH + H® —— CH,—CO—CHOH—C,H, + DPN® 


deuteten dabei an, daB entsprechend wohl auch die Acetoinbildung als 
eine Acetylierung von Acetaldehyd aufzufassen sei. 

Neben den experimentellen Befunden anderer Autoren (s. 0.), die 
gegen eine so verlaufende Acetoinsynthese sprechen, ist einzuwenden, 
dafS das Carbonyl-C des Acetaldehyds sicher positiv induziert ist und 
ebenso sicher kein freies Elektronenpaar besitzt, das zur Anlagerung 
des positivierten Carbonyl-C des Acetyl-CoA dienen kénnte. Eine direkte 
Acetylierung des Acetaldehyds mittels Acetyl-CoA erscheint also wenig 
wahrscheinlich. Dies bedeutet nicht, daB Acetyl-CoA iiberhaupt nicht 
zur Acetylierung von Aldehyden dienen kann. Durch vorherige oder 
gleichzeitige (aber nicht nachfolgende) Einwirkung von Elektronen- 
libertragern oder von Substanzen, die ahnlich wirken wie die Cyanid- 
Ionen bei der Benzoinkondensation, ist eine Negativierung des freien 
Aldehyds und somit eine Reaktion mit Acetyl-CoA denkbar, und zwar 
besonders bei aromatischen Aldehyden. Im Falle des DPN und des 
Benzaldehyds wire dies etwa folgendermafBen zu formulieren: 


16 W. Langenbeck u. G. Faust, diese Z. 292, 73 [1953]. 

17 H. J. Strecker u. 8. Ochoa, J. biol. Chemistry 209, 313 [1954]. 
18 W. Dirscherl u. J. Pitter, diese Z. 305, 257 [1956]. 

19 P. F. Smith u. D. Hendlin, J. Bacteriol. 65, 440 [1953]. 
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Man sieht, daB beim Benzaldehyd die negativierte Form im Gegen- 
satz zu aliphatischen Aldehyden in mehreren mesomeren Grenzzusténden 
(nicht alle aufgefiihrt) auftreten kann und somit eine Stabilisierung er- 
fahrt, die wohl auch fiir die Benzoinkondensation eine Rolle spielt. Die 
negativierte Form ware dann in der Lage, mit Acetyl-CoA zu reagieren: 


CH, OH OH 

| | I 
CoA—S—C® ++ oO Osis —- CoA—SH + CH,—CO—CH—C,H, 

| 


Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus erklart zwanglos die 
Beobachtung von Smith und Hendlin, da nur Phenylacetylcarbinol 
und nicht, wie maa bei einer nachfolgenden Reduktion eines primar ge- 
bildeten Diketons erwarten kénnte, auch Methylbenzoylearbinol ge- 
funden wurde. 

Die weiter von den genannten Untersuchern beobachtete Tatsache, 
daB statt Coenzym A zugesetztes Acetyl-CoA ohne Wirkung war, ist 
vielleicht so zu deuten, daB die geschilderten Vorgainge miteinander und 
mit der Bildung des Acetyl-CoA gekoppelt sind. Dies 1aBt sich in ver- 
einfachter Weise, d. h. ohne auf die Natur des bei der Decarboxylierung 
primar entstehenden ,,aktivierten Acetaldehyds und die Mitwirkung 
der Lipoinséure einzugehen, durch das Schema (S. 89) darstellen. 

Der ,,Acetaldehyd‘‘ gibt 2 Elektronen und ein H®-Ion an DPN® 
ab, und das instabile CH,-C°O lagert sich sofort an CoA an. DPNH gibt 
H® und 2° an die sich aufrichtende Doppelbindung des Benzaldehyds 
weiter. Coenzym A gibt das positive C des ehemaligen Acetaldehyds an 
das negative C des ehemaligen Benzaldehyds weiter (vgl. den Mechanis- 
mus 8.83, oben). Sind alle Reaktionen reversibel, so haben wir einen Ring 
von Austauschvorgingen vor uns, der dem System eine gewisse Stabilitat 
verleiht, also die Bildung des intermediiren Addukts erleichtert. Der 
Einwand, daB es sich hier um eine Reaktion vierter Ordnung, also mit 
sehr geringer StoBwahrscheinlichkeit handelt, ist nicht stichhaltig, da 
die Reaktionsteilnehmer nacheinander durch das Apoferment einge- 
fangen werden kénnen, also ein eigentlicher ViererstoB gar nicht er- 
forderlich ist; zudem wei man vom Beispiel der oxydativen Decarb- 
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oxylierung der «-Ketoglutarsiure, da Coenzym A und DPN an das- 
selbe Apoferment gebunden sein kénnen. Méglicherweise ist der gemein- 
same Adenylsiurerest ein Hinweis dafiir. 

Herrn Prof. Dr. Dr. W. Dirscher] (Bonn) danke ich fiir die rege Férderung 


dieser Arbeit, Herrn Prof. Dr. B. Eistert (Ludwigshafen) fiir die kritische Durch- 
sicht des Manuskripts und fiir seine wertvollen Anregungen. 


Zusammenfassung 


Die verschiedenen Reaktionen, an denen Coenzym A beteiligt ist, 
werden als polare Mechanismen gedeutet. Reaktionsmechanismen fir 
zwei Prototypen prinzipiell verschiedener CoA-abhingiger Synthesen, 
nimlich die Acetylicrung aromatischer Amine und die Bildung der 
Citronensaéure, werden besprochen. In beiden Fallen beruht die Wirkung 
des Coenzyms A auf der Foérderung der Polarisation der C-C-Bindung 
des Acetyls unter Mitwirkung des Apofermentes; dabei steht je nach 
Natur des letzteren einmal die Positivierung des Carbonyl-C und einmal 
die Negativierung des Methyl-C im Vordergrund. Die Fihigkeit des 
Acetyl-Coenzyms A, auch mit dem Methylkohlenstoff zu reagieren, 
wird erklart durch die Annahme eines mesomeren Anions. An Hand 
des Beispiels der Synthese von Acyloinen mit Hilfe von biologischem 
Material wird die Frage diskutiert, ob vom theoretischen Standpunkt 
her eine Beteiligung des Coenzyms A an bestimmten Reaktionen aus- 
geschlossen werden kann bzw. welche Bedingungen fiir eine Beteiligung 
erforderlich sind. 

Summary 


Reactions involving coenzyme A are interpreted as polar mech- 
anisms. The mechanisms of two fundamentally different reactions depen- 
dent on coenzyme A, viz. the acetylation of aromatic amines and the 
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formation of citric acid, are discussed. The action of coenzyme A depends 
in both cases on promotion of the polarisation of the C-C bond of the 
acetyl group with participation of the apoenzyme. In this process 
electron withdrawal from the carbonyl carbon atom or electron transfer 
to the methyl carbon atom is the dominant factor, depending on the 
nature of the apoenzyme. The ability of acetyl-coenzyme A to react 
with the methyl carbon atom is explained by postulating a mesomeric 
anion. The synthesis of acyloins with the aid of biological material is 
discussed and consideration is given to the question whether the parti- 
cipation of coenzyme A in certain reactions can be excluded on theor- 
etical grounds. The conditions necessary for such participation are also 
discussed. 
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Beitrage zur Wirkungsweise des Insulins III. Mitt. : 
Untersuchungen iiber die direkte Insulinwirkung 
auf den Muskel in vivo 
Von 
J. Schole, H. Karg und R. Genewein 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernihrung der Tiere (Vorstand: Prof.Dr. Dr.Johs.Briigge mann) 
und dem wissenschaftlichen Laboratorium der chirurgischen Klinik der Universitit Miinchen 
(Leiter: Prof. Dr. Dr. E. Werle) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1957) 


Im Rahmen der Diskussion tiber den Angriffspunkt des Insulins 
konnte bisher die Frage nicht endgiiltig geklart werden, ob die insulin- 
bedingten Stoffwechselainderungen, hauptsachlich des Kohlenhydratstoff- 
wechsels, durch direkte Wirkung des Hormons auf alle Korperzellen oder 
durch spezifische Beeinflussung des Leberstoffwechsels hervorgerufen 
werden. 

Aus den Ergebnissen friiherer Untersuchungen! glaubten wir ent- 
nehmen zu kénnen, daB die vielfach beobachtete direkte Insulinwirkung 
auf den Zwerchfellmuskel unter physiologischen Bedingungen von unter- 
geordneter Bedeutung ist. Dagegen schien die Annahme einer spezifischen 
Wirkung auf die Leber, verbunden mit einer Erhohung der Glutathion- 
ausschiittung aus diesem Organ, fiir eine weitgehende Erklarung der 
meisten bisher beobachteten Insulineffekte ausreichend zu sein. 

Mit einer derartigen Vorstellung erscheinen die Experimente unver- 
einbar, die — in vivo am eviscerierten Tier ausgefiihrt — eine direkte 
Wirkung des Insulins auf die Muskulatur beweisen?. Dieser Effekt wird 
allerdings erst nach langerer Einwirkung des Hormons deutlich. Wir 
untersuchten deshalb, ob und in welchem Umfang diese peripheren 
Insulineffekte fiir die Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels von Be- 
deutung sind. Gepriift wurde einmal, welche Unterschiede hinsichtlich 
der peripheren Insulinwirkung zwischen einem normalen und einem 
eviscerierten Organismus bestehen. Zum andern wurde untersucht, ob 
durch SH-Glutathion ahnliche periphere Effekte zu erzielen sind wie 
durch Insulin. Alle Versuche wurden an normalen und eviscerierten 
Hunden durchgefiihrt. Als Test diente die arterio-venése (A.-V.-) Glucose- 
bzw. Phosphatdifferenz (anorganisches Phosphat) einer Hinterextremitat. 


1 T. Mitteil.: J. Briggemann,J.Scholeu. H. Karg, diese Z. 302, 36 [1955]; 
II. Mitteil.: J. Briiggemann, J. Schole u. H. Karg, diese Z. 302, 41 [1955]. 

2 A. N. Wick, D. R. Drury, R. W. Bancroft u. E. M. MacKay, J. biol. 
Chemistry 188, 241 [1951]; D. J. Ingle, I. E. Nezamis u. M. C. Prestrud, 
Amer. J. Physiol. 149, 489 [1947]. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Operationstechnik 

Als Versuchstiere dienten 12—18 kg schwere, niichterne (24 Stdn.) Hunde 
verschiedener Rassen. Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Tiere in 
Volinarkose gehalten und kiinstlich beatmet. Die Narkose wurde durch 2 mg/kg 
Megaphen und 0,5—1 mg/kg Polamive! i. m. eingeleitet und mit Pernoc- 
ton (Dosis nach Wirkung, im allgemeinen 0,25—0,33 ml/kg) i. v. fortgesetzt?. 

Der Operationsgang begann mit der Freilegung der A. und V. femoralis in 
Hohe des Schenkelspaltes, so daB rasche und exakte Blutentnahmen des zu- und 
abflieBenden Blutes der Hinterextremitat gewahrleistet waren. Die Bauchhéhle 
wurde durch einen Medianschnitt eréffnet. Bei Adrenalexstirpation wurden die 
Driisen, die beiderseits meist sehr eng an der V. cava caud. und der V. lumbalis 
anlagen, nach Lésen der peritonealen Verbindungen und Abbinden der GefaiBe 
herausprapariert. Die weitere Evisceration geschah in folgender Reihenfolge: Ab- 
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binden und Entfernung der Milz; Unterbindung und Abtrennung der visceralen, 
arteriellen Blutversorgung an den Aa. coeliaca mesenterica cran. u. caud. in Aorten- 
nahe; Entwicklung des Darmtraktes vom Rectum beginnend einschlieBlich Magen; 
dazwischen Anlegen einer Ligatur an der Leberpforte, so daB bei distaler Durch- 
trennung das Operationsfeld auch von Riickstaublut freiblieb. Die Leber verblieb 
in der Bauchhohle, war jedoch aus dem Blutkreislauf ausgeschlossen. Dann wurden 
die beiden Nieren nach Entkapselung und GefaBunterbindung am Hilus entfernt. 
AbschlieBend wurde die Bauchhéhle mit Gazetupfern, die mit angewarmter physiol. 
Kochsalzlésung getrankt waren, leicht ausgefiillt und die Bauchdecke durch Klam- 
mern geschlossen. 


2. Kontrollversuche 

Die Hunde wurden ebenso ausgeniichtert, narkotisiert und beatmet wie bei 
den Versuchen an operierten Tieren. Die A.-V.-Glucosedifferenz ist bei diesen Tieren 
etwa -+- 0 und schwankt zwischen + 1,9 mg%. Nach Insulininfusion* (10 E/kg 
und Stde.) tritt in jedem Falle schon nach 20 Min. eine eindeutige A.-V.-Glucose- 
differenz auf (Abb. 1), so daB sich dieser Effekt als sicherer Test fiir die periphere 
Insulinwirkung heranziehen la8t. Die Phosphatdifferenz bleibt unverandert gleich 0. 
Unter Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen lassen sich bei ausschlieBlicher 
Beriicksichtigung der A.-V.-Differenz annaihernd quantitative Aussagen iiber das 
Ausma8 der Insulinwirkung machen, auch wenn — wie in unserem Falle — die 
durchstrémende Blutmenge nicht erfaBt wird. 


3 Herrn Dr. R. Fritsch danken wir fiir die Durchfiihrung der Narkose. 
4 Dauerinfusion in die V. cephalica einer Vorderextremitat. 
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Zu Versuchsbeginn wurde die A.-V.-Differenz iiber 60 Min. ohne Infusion 
verfolgt (Vorperiode). AnschlieBend wurde 60 Min. lang 10 E Insulin/kg Stde. mit 
einem Dauerinfusionsgeraét infundiert. Zur Anwendung kamen ,,Insulin Hochst“ 
und ,,Novo‘‘-Insulin®, die etwa gleich wirksam waren. Gemeinsam mit dem Insulin 
wurden 500 mg/kg Stde. Glucose zugefiihrt, um den Blutzucker etwa auf normaler 
Hohe zu halten (70—130 mg%). Nach dem Absetzen der Infusion wurde die 
A.-V.-Glucosedifferenz noch weitere 60 Min. verfolgt. 

Die Blutentnahme erfolgte im Abstand von 20 Min., die Glucosebestimmung 
bei einer Halfte der Versuche nach der Anthronmethode!, bei der andern Halfte 
nach der spezifischen Glucosemethode®. Durch orientierende Messungen wurde er- 
mittelt, da8 die zur Infusion vorgesehene Menge an SH-Glutathion die Anthron- 
bestimmung nicht stéren konnte. Die Bestimmung des anorganischen Phosphats 
erfolgte nach Fiske’. Wie schon erwahnt, wird die A.-V.-Phosphatdifferenz durch 
Insulin praktisch nicht verindert. Aus diesem Grunde geben wir nur die absoluten 
Blutphosphatwerte an (Abb. 5). 

Unter Einhaltung vollkommen gleicher Versuchsbedingungen wurden die- 
selben Messungen vor, wahrend und nach Glutathioninfusion vorgenommen (12,5 mg 
SH-Glutathion [Béhringer]/kg Stde.). Aus den Ergebnissen dieser Versuche ist zu 
ersehen, daB die Verainderungen der A.-V.-Glucosedifferenz — mit geringer zeit- 
licher Verschiebung — nach Insulin- und Glutathioninfusion gleich verlaufen 
(Abb. 1). 


3. Versuche an eviscerierten Tieren 


a) Ohne NN-Exstirpation: In einer 2. Versuchsreihe wurden dieselben 
Messungen nach Evisceration vorgenommen, und zwar zuerst bei intakten Neben- 
nieren (NN). 

Die beim narkotisierten Normaltier ausgeglichene A.-V.-Glucosedifferenz 
steigt waihrend der Operation von + 0 auf 10 bis 20 mg%. Gleichzeitig steigt der 
Blutzucker auf 150 mg%, um nach Ausschaltung des Leberkreislaufes wieder ab- 
zufallen. Der Blutzucker wurde jetzt durch Dauerinfusion von 500 mg Glucose/kg 
Stde. im Normalbereich gehalten. Da die A.-V.-Differenz auch nach der Blutzucker- 
senkung erhéht blieb, konnte das Ansteigen der Blutglucose nicht fiir diesen Effekt 
verantwortlich gemacht werden. 

Abb. 2 gibt die Ergebnisse dieser Versuche wieder. Die Kurve a gilt in gleicher 
Weise fiir eviscerierte Tiere ohne Insulininfusion. Ein mefSbarer Insulineffekt war 
also bei einer Infusionszeit von 60 Min. nicht nachweisbar. Dagegen ist der Gluta- 
thioneffekt hier besonders stark. 

b) Mit vorheriger NN-Exstirpation: Es muBte daran gedacht werden, 
daB eine Steigerung der NN-Rinden (NNR)-Funktion im Gefolge der Operations- 
belastung fiir das Ansteigen der A.-V.-Glucosedifferenz verantwortlich zu machen 
ist. Orientierende Versuche am Kontrolltier lieBen erkennen, da8 in der Tat nach 
Verabreichung von ACTH oder auch Cortison eine eindeutige Differenz auftritt 
(Abb. 3). 

In einem 3. Versuch wurden daher zu Beginn der Operation die NN exstirpiert. 
Jetzt blieb die A.-V.-Glucosedifferenz auch waihrend und nach der Operation um 
+ 2,0 ausgeglichen. Die nach Insulin- bzw. Glutathioninfusion auftretenden Ver- 
anderungen zeigt Abb. 4. Unter diesen Bedingungen tritt bei einer Infusionszeit 
von 60 Min. keine Veranderung durch Insulin ein. Wird.die Infusionszeit auf 
120 Min. ausgedehnt, dann ist nach 80 Min. ein gesicherter Effekt nachweisbar 
(P = < 2%). In diesem Falle wurde die Insulininfusion aiso nicht (wie bisher) 
nach 60 Min. abgesetzt. Die Infusion des SH-Glutathions wurde dagegen auch hier 








5 Den Farbwerken Hoechst und der Fa. Novo, Terapeutisk Laboratorium, 
Kopenhagen, wird fiir die Uberlassung der Insulinpraparate bestens gedankt. 

® Klinisch-Chemische Untersuchungsmethoden (Photometer Eppendorf) 
Netheler & Hinz G. m. b. H., Hamburg. 

7 C. H. Fiske, J. biol. Chemistry ¢6, 375 [1925]. 
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Abb. 2. Glucosedifferenz nach Evisceration, NN 
Stde., Infusion 60 Min. (4 Versuche); b) Glutathion 12,5 mg/kg Stde., Infusion 


60 Min. (4 Versuche); Infusionsbeginn bei 0 Min. 


Abb. 3. Glucosedifferenz in Kontrollversuchen: a) Einmalig 25 E ACTH i. m. 


nicht entfernt: a) Insulin 10 E/kg 


(3 Versuche); b) Einmalig 75 mg Cortison (2 Versuche); Injektion bei 0 Min. 
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Abb. 4. Glucosedifferenz nach Evisceration, NN entfernt: a) Insulin 10 E/kg Stde., 
Infusion 120 Min. (5 Versuche); b) Glutathion-SH 12,5 mg/kg Stde., Infusion 
60 Min. (5 Versuche); Infusionsbeginn bei 0 Min. 

Abb. 5. Verhalten des anorganischen Phosphats: —A— Kontroliversuch: 10 E 
Insulin/kg Stde.; —o— Kontrollversuch: 12,5 mg SH-Glutathion/kg Stde.; 
—e— Evisceration, NN entfernt, 10 E Insulin/kg Stde.; —x— Evisceration, NN 
entfernt, 12,5 mg SH-Glutathion/kg Stde. ; Infusionsbeginn (in jedem Falle 60 Min. 
Infusionszeit und Durchschnitt aus 4 Versuchen) bei 0 Min. 


nach 60 Min. beendet. Der Glutathioneffekt entspricht nicht ganz demjenigen am 
Normaltier (vgl. Abb. 1). 

Der EinfluB der NN auf den Glucoseverbrauch auBerte sich auch in der 
Glucosemenge, die nach der Evisceration zur Erhaltung eines normalen Blutzucker- 
gehaltes infundiert werden muBte. Bei Anwesenheit der NN waren 500 mg Glu- 
cose/kg Stde. erforderlich, wahrend bei vorheriger NN-Entfernung 250—300 mg 
ausreichten. Wurden im letzteren Falle 500 mg Glucose/kg Stde. infundiert, so 
stieg der Blutzucker innerhalb von 60 Min. auf 350—400 mg%. 
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In Abb. 5 sind die Veranderungen des anorganischen Blutphosphats auf- 
getragen, die bei den meisten hier beschriebenen Versuchen registriert wurden. 
Man sieht deutlich, daB das Insulin die Blutphosphatwerte innerhalb von 60 Min. 
nur beim Normaltier erniedrigt. Bei allen eviscerierten Tieren, gleichgiiltig, ob 
die NN entfernt wurden oder nicht, treten nur unwesentliche Veranderungen auf. 


Diskussion 


Diese Befunde sprechen dafiir, daB die Hormone der NNR gemein- 
sam mit dem Glutathion die Glucoseaufnahme durch den Muskel ent- 
scheidend fordern. Dagegen scheint eine direkte Insulinwirkung in den 
ersten 60 Min. nicht vorhanden zu sein (Abb. 4). Dieses Ergebnis steht 
in Einklang mit Versuchen von Bancroft und Mitarbb.', die bei evis- 
cerierten Kaninchen in den ersten 60 Min. der Insulinzufiihrung nur 
geringe oder keine Effekte auf den Glucoseverbrauch feststellen konnten. 

Da beim nicht operierten Hund durch Dauerinfusion von 10 E In- 
sulin/kg Stde. der Blutzucker schon innerhalb von 30 Min. um 50% 
gesenkt wird (auf die Wiedergabe dieses Kontrollversuches ohne Glucose- 
infusion glaubten wir im experimentellen Teil verzichten zu k6énnen), 
kann man dieses Ergebnis als Beweis dafiir ansehen, daB an der primaren 
Blutzuckersenkung eine direkte Wirkung des Insulins auf die Muskulatur 
nicht beteiligt ist. Dies ist um so wahrscheinlicher, als bei den evisce- 
rierten Tieren trotz Entfernung der visceralen Organe die gleiche Insulin- 
dosierung von 10 E/kg Ausgangsgewicht und Stde. verabreicht wurde, 
obgleich bekannt ist, daB insbesondere Leber und Niere fiir die Zer- 
stérung und Ausscheidung des Hormons verantwortlich zu machen sind®. 
Es ist also damit zu rechnen, daB mit fortschreitender Infusion verhalt- 
nismaBig hohe Insulingehalte im str6menden Blut erreicht werden. 

Andererseits scheint — abgesehen von der Hemmung der Glucose- 
abgabe und der Steigerung der Glykogensynthese in der Leber! — dem 
durch das Insulin aus der Leber freigesetzten Glutathion eine gréBere 
Bedeutung zuzukommen, als bisher angenommen wurde. Lang und 
Mitarbb.® fanden, daB beim eviscerierten Hund die Glucoseaufnahme 
der extrahepatischen Gewebe bedeutend geringer ist und durch Insulin 
nicht in dem Mae gesteigert werden kann wie beim Normaltier. Sie 
diskutieren, daB ein visceraler Faktor im wesentlichen die periphere 
Insulinwirkung tibertragt. Nach unseren Versuchen glauben wir, dai 
dieser Faktor mit dem Glutathion identisch ist. Das Glutathion ver- 
mittelt wahrscheinlich als Elektronendonator die reduzierende Wirkung 
der NNR-Hormone (vgl. II. Mitt.1). Hierdurch wird die Wirksamkeit 
dieses Redoxsystems erst verstandlich. 

Aus Abb. 5 ist zu entnehmen, da’ durch Ausdehnung der Infusions- 
zeit auf 120 Min. ein gesicherter direkter Effekt des Insulins 80 Min. 
nach Infusionsbeginn registriert werden konnte. Dieser Befund deckt 

8 H. H. Tomizawa, M. L. Nutley, H. T. Narahara u. R. H. Williams, 
J. biol. Chemistry 214, 285 [1955]; N. J. Elgee, R. H. Williams, N. D. Lee, 


T. Wong u. J. R. Hogness, Diabetes 2, 370 [1953]. 
® St. Lang, M.S.Goldstein u. R. Levine, Amer. J. Physiol. 177, 447 [1954]. 
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sich mit den schon erwahnten Ergebnissen anderer Autoren®. Wir sind 
der Ansicht, daB diese direkte Insulinwirkung, die beim Normaltier 
primar in der Leber angreift, mit der von anderer Seite nachgewiesenen 
synthesefordernden (anabolen) Wirkung des Hormons?® in direktem Zu- 
sammenhang steht. Eine Hemmung der Glucose-6-phosphatase (vg. 
II. Mitt.) diirfte an erster Stelle fiir die Beschleunigung des Glucose- 
durchsatzes verantwortlich zu machen sein, wie eine Stimulierung dieses 
Fermentes fiir die allgemein beobachtete Hemmung der Glucoseverwer- 
tung durch die Hormone der NNR verantwortlich gemacht werden kann. 

Wir werden diese Problematik an anderer Stelle ausfiihrlich dis- 
kutieren. 

Beim Studium der bisher bekannt gewordenen Versuche zum Insulin- 
problem bereitet es erhebliche Schwierigkeiten, die schon erwahnten ana- 
bolen Wirkungen mit anderen kataboler Art in Einklang zu bringen. 
Sowohl die Férderung der Thymusatrophie™ als auch die Begiinstigung 
der Insulinwirkung durch Vitamin C!? |aéBt sich nach unseren Versuchen 
als eine Verstirkung der peripheren NNR-Hormonwirkung durch Gluta- 
thion bzw. Glutathion + Ascorbinsiure deuten. Zur Erlaiuterung dieser 
Annahme sei erwaihnt, daB zur Erzielung einer maximalen Grundumsatz- 
steigerung bei 70g schweren normalen Ratten die Zufiihrung von 
Thyroxin, NNR-Hormon (Cortison) und Glutathion + Ascorbinsaure er- 
forderlich ist. {Einmalige Verabreichung; Versuchszeit 24 bzw. 48 Stdn.). 
Wird eine dieser Komponenten nicht verabreicht, bleibt die Grund- 
umsatzsteigerung aus oder erreicht wesentlich geringere GroBenord- 
nungen}3, Dem Glutathion scheint also als zusitzlicher ,,kataboler Fak- 
tor“‘ eine wesentlich gréBere Bedeutung zuzukommen, als man bisher 
anzunehmen geneigt war. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch liebenswiirdige Gewahrung von Personal- 
und Sachbeihilfen durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 





Zusammenfassung 

An normalen und eviscerierten Hunden wurden die Verénderungen 

der arteriovenésen Glucose- und Phosphatdifferenz (anorganisches Phos- 

phat) einer Hinterextremitaét nach Insulin- bzw. Glutathioninfusion 
untersucht. 

1. Bei normalen Hunden steigt die A.-V.-Glucosedifferenz nach Infusion 
von SH-Glutathion (12,5 mg/kg Stde.) etwa in demselben Umfang wie 
nach Insulininfusion (10 E/kg Stde.). Die héchsten Differenzen wurden 
40 Min. nach Beginn der Glutathion- und 60 Min. nach Beginn der 
Insulininfusion erhalten. 

10 JT, Leslie u. J. N. Davidson, Biochem. J. 49, XLI [1951]; R. T. B. 
Lawrence, J. Salter u. C. H. Best, Brit. med. J. 4885, 437 [1954]; J. Salter u. 
C. H. Best, ebenda 4832, 353 [1953]. 

1 N. Allegretti, Arch. int. Pharmacodyn. am. Thérap. 91, 350, 412 [1952]. 
12, N, Allegretti u. G. Vukadinovik, Amer. J. Physiol. 177, 264 [1954]: 
H. Bacchus u. M. H. Heiffer, ebenda 176, 262 [1954]. 
13 J. Schole u. F. Funk, Unverdffentlichte Versuche. 
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2. Der eviscerierte Hund reagiert bis 60 Min. nach Infusionsbeginn nicht 
auf Insulin. Dagegen steigt die A.-V.-Glucosedifferenz nach Glutathion 
sehr stark; dieser Effekt ist wesentlich geringer, wenn vor Beginn der 
Evisceration die Nebennieren entfernt werden. Hieraus wird geschlos- 
sen, daB die Kombination Nebennierenrinden-Hormon + Glutathion 
die Glucoseaufnahme besonders stark foérdert. 

3. Am eviscerierten, nebennierenlosen Hund 1a8t sich 80 Min. nach In- 
fusionsbeginn eine Steigerung der A.-V.-Glucosedifferenz durch Insulin 
nachweisen. Dieser Effekt wird mit der synthesefordernden Wirkung 
des Hormons in Zusammenhang gebracht. 


4. Eine meBbare Verinderung der A.-V.-Phosphatdifferenz konnte bis 
zu einer Infusionszeit von 120 Min. in keinem Fall registriert werden. 
Der absolute Gehalt an anorganischem Phosphat, der beim Normal- 
tier nach Insulin absinkt, bleibt beim eviscerierten Hund sowohl nach 
Insulin- als auch nach Glutathioninfusion etwa auf gleicher Hohe. 


Summary 


Investigations have been carried out with normal and eviscerated 
dogs to determine the variation in the arteriovenous glucose and inorganic 
phosphate differences after insulin and glutathione infusion. 

With normal dogs the arteriovenous glucose difference increases after 
infusion of SH-glutathione (12.5 mg/kg/hr) by approximately the same 
proportion as after insulin infusion (10 units/kg/hr). The highest diff- 
erences were obtained 40 mins. after commencement of glutathione 
infusion and 60 mins. after commencement of insulin infusion. 

The eviscerated dog does not react to insulin up to 60 mins. after 
the commencement of infusion. The arteriovenous glucose difference is, 
on the other hand, increased very substantially after glutathione infusion. 
The latter effect is much reduced if the adrenal glands are removed 
before commencement of evisceration. From this it is concluded that 
the adrenocortical hormones combined with glutathione strongly promote 
glucose uptake. 

An increase in the arteriovenous glucose difference is observed in 
the eviscerated, adrenalectomized dog 80 mins. after commencement of 
insulin infusion. This effect is assumed to be due to the anabolic action 
of insulin. 

In no case was a measurable change in the arteriovenous phosphate 
difference observed with infusion periods up to 120 mins. The absolute 
inorganic phosphate content, which is reduced in the normal animal 
after insulin infusion, remains approximately the same level in the 
eviscerated dog after both glutathione and insulin infusion. 


-~I 
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Uber die Fettsiuren der cholinhaltigen Acetalphosphatide 
und des Lecithins vom Rinderherzmuske! 
Von 
E. Klenk und G. Krickau 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Januar 1957) 


Die Acetalphosphatide (Plasmalogene) unterscheiden sich von den 
eigentlichen Esterphosphatiden nur dadurch, daf einer von den beiden 
Fettsdiureresten durch einen Aldehydrest ersetzt ist!~*. Infolge der groBen 
Ahnlichkeit im chemischen Aufbau ist eine Trennung dieser Phosphatide 
bis jetzt noch nicht durchfiihrbar. Trotzdem bietet sich die Méglichkeit, 
ihre Fettsiurekomponenten getrennt zu erfassen, da die Acetalphospha- 
tide schon durch sehr milde Saureeinwirkung unter Abspaltung des 
Aldehyds in die Lysophosphatide?* (Lysolecithin und Lysokephalin) 
iibergehen, welche sich dann von den unverindert bleibenden Ester- 
phosphatiden (Lecithin und Kephalin) durch Gegenstromverteilung 
leicht abtrennen lassen. 

Wie die Untersuchungen von Debuch® ergaben, kommen in den 
colaminhaltigen Acetalphosphatiden des Gehirns nur ungesattigte, und 
zwar vorwiegend hochungesittigte Fettsiuren vor. Gesiittigte Fett- 
siuren fehlten vollstandig. Um zu priifen, ob dies fiir die Acetalphos- 
phatide ganz allgemein gilt, haben wir jetzt auch die Verhiltnisse bei 
den cholinhaltigen Acetalphosphatiden des Rinderherzmuskels genauer 
untersucht. Gleichzeitig ermittelten wir bei dieser Gelegenheit die Zu- 
sammensetzung des Gemischs der an ihrem Aufbau beteiligten Fett- 
siuren und zum Vergleich damit auch die des im gleichen Arbeitsgang 
abgetrennten reinen Lecithins. Das Ergebnis zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Zusammensetzung des Fettsiuregemischs der cholinhaltigen Acetal- 
phosphatide und des Lecithins im Rinderherzmuskel in % der Gesamtfettsdiuren. 





gesattigte 
Fettsauren 


Cie | Cis | Cie | Cis | Coo | Cos 


ungesattigte Fettsauren 








Acetalphosphatide . . ..... ot 335 : | 72, 
RNa 1) Gx Oat bos 34,2 1,8 8,4 | 42,6 7,5 = 








urspriingl. Lecithinfraktion (Klenk 
nu, Gehrmanh®). . 25. 5.3. 25,7 5,5 2,1 


1 EK. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 

2 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. 
3-H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 

4 E. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 
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Wie die Tab. zeigt, fanden sich in den Acetalphosphatiden bzw. in 
dem daraus gewonnenen Lysolecithin nur sehr kieine Mengen gesittigte 
Fettséuren, wihrend diese in dem Herzlecithin etwa 40% der Gesamt- 
fettsiuren ausmachen. Die Mengen sind so gering, daB sie in dieser 
Phosphatidfraktion ebenso wie bei den colaminhaltigen Acetalphos- 
phatiden des Gehirns méglicherweise ganz fehlen kénnten und daB ihr 
Vorhandensein von etwas Lecithin herriihrt, das bei der Gegenstrom- 
verteilung nicht vollstindig abgetrennt worden ist. In den Acetalphos- 
phatiden bilden die Polyenséiuren den Hauptteil der Gesamtfettsiuren, 
und zwar handelt es sich hier vorwiegend um Linolsdure. Das isolierte 
Lecithinpraparat enthalt auffallend wenig C,)-Polyensauren. C,,-Polyen- 
sduren wurden ebenso wie in den Acetalphosphatiden iiberhaupt nicht 
angetroffen. 


Da bei der neuen Aufarbeitung des Phosphatidgemischs fiir die 
Gegenstromverteilung eine gr6éBere vollautomatische Apparatur zur Ver- 
fiigung stand, wahrend die friiheren Untersuchungen?* nur mit einer 
einfachen, behelfsmaBigen Apparatur durchgefiihrt wurden, ist jetzt, 
wie aus den Verteilungskurven (Abb. 1 und 2) hervorgeht, eine glatte 
und anscheinend scharfe Trennung des Gemischs in die beiden Kom- 
ponenten gelungen. Im folgenden wird deshalb auch iiber das Ergebnis 
dieser Aufarbeitung kurz berichtet. 


Beschreibung der Versuche 
Darstellung des Ausgangsmaterials 


Aus dem Aceton- und Trichlorathylen-Methanol-Extrakt von 18 kg frischem 
Rinderherz wurden in der friiher beschriebenen Weise‘ unter Benutzung der 
Methode von Hanahan 45g der rein weiBen Lecithinfraktion (2,10/2,08% N; 
4,00/4,049% P; 15,1% Plasmal*) erhalten. 

Zur Priifung auf Reinheit wurden 2,13 g Lecithin mit der 15-fachen Menge 
einer 3-proz. wasserfreien methanol. Salzsiure unter RiickfluB gespalten. Nach 
Abtrennen der Fettsiuremethylester mit Petrolither wurde das Hydrolysat auf 
dem Wasserbad stark eingeengt und unter haufiger Wusserzugabe weitgehend von 
HCl befreit. In dem auf ein Volumen von 100 ccm gebrachten Hydrolysat fanden 
sich 85% des in dem Versuch vorhandenen Gesamt-Stickstoffs wieder. Bei der 
Cholinbestimmung nach Brante® fand sich die Gesamtmenge des Stickstoffs als 
Cholin-N (Gesamt-N im Ansatz: 41,2 mg N, davon 40,5 (41,4) mg Cholin-N). 
Das Hydrolysat wurde auBerdem im Chromatogramm (aufsteigend, Schleicher & 
Schiill-Papier 2043b, mit wassergesittigtem Phenol nach Amelung und Béhm‘®) 
auf Serin und Colamin gepriift. Es traten keine ninhydrin-positiven Flecke auf. 

In Bestiatigung einer friiheren Beobachtung enthalt diese Lecithinfraktion 
noch eine lysolecithinartige Verunreinigung. Ihre Abtrennung durch Gegenstrom- 
verteilung erfolgte mit Hilfe einer 60-stufigen, vollautomatischen Apparatur? 
(Volumen der oberen und unteren Phase je 100 ccm). Nach 250 Verteilungs- 
schritten war die Lecithinfraktion (12 g), wie die Verteilungskurve (Abb. 1) zeigt, 
in 2 Fraktionen (A u. B) aufgeteilt. Es handelt sich bei A (2,7 g) um die lyso- 


* Ber. als Dimethylacetal. 

° G. Brante, Acta physiol. scand. 18, Suppl. 63,8. 

6 D. Amelung u. P. Béhm, diese Z. 298, 199 [1954]. 
7 F. A. v. Metzsch, Chem.-Ing.-Techn. 26, 66 [1953]. 
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lecithinartige, plasmalarme Verunreinigung, bei B (9,1 g) um das Gemisch von 
cholinhaltigem Acetalphosphatid und Lecithin. A enthielt 28% der in der Lecithin- 
fraktion vorhandenen Phosphormenge. 


16 
t 6 
Fs 3 Abb. 1. Verteilungskurve der Lecithin- 
> 10 fraktion. 
& 
8 250 Verteilungsschritte; Lésungsmittel: 
bil, g 2 Vol.Tle. Petrolather (Sdp. 60—80°)"mit 
, 1 Vol.TI. 99-proz. Methanol aquilibriert. 








Frakt. § 10 15 2 25 0 35 hi 50 55 
Plasmalarme Phosphatidfraktion A (aus den vereinigten Fraktionen 1—15 
gewonnen): 2,44 (2,49)% N; 4,96 (4,94)% P; 6,83°% Plasmal. 
Plasmalreiche Phosphatidfraktion B (aus den vereinigten Fraktionen 16—52 
gewonnen): 1,76 (1,79)% N; 3,82 (3,80)% P; 18,6% Plasmal. 


Die Gegenstromverteilung der plasmalreichen Phosphatidfraktion B 
nach erfolgter Saureeinwirkung 

Die plasmalreiche Phosphatidfraktion B (12 g) wurde zur Abspaltung der 

Aldehyde in der doppelten Menge Eisessig gelést und nach 24 stdg. Stehenlassen 

bei 37° wie oben durch Gegenstromverteilung fraktioniert. Wiederum erfolgte 

eine Trennung in 2 Fraktionen (Lysolecithin und Lecithin, Abb. 2). Das Lyso- 

lecithin enthielt 33—34% der in der Phosphatidfraktion B vorhandenen P- Menge. 


20 ly 

16 ; 

16 4 le Abb. 2. Verteilungskurve der plasmalreichen 
a 144 Phosphatidfraktion B (Gemisch von cholin- 
2 2 haltigem Acetalphosphatid und Lecithin) 

10; ' fae 

84 nach Behandlung mit Essigsaure. 

64 Methode siehe Abb. 1. Ly = Lysolecithin, 

44 Le = Lecithin. 

24 








Frakt. 5 re Sas 25 2 25 49% 59% 


Tab. 2. Ubersicht iiber die Analysenergebnisse des nach Essigsiurespaltung durch 
Gegenstromverteilung gewonnenen Lysolecithins und reinen Lecithins. 











N% | Por Plasmal % 
CygH;,0;,NP-H,O*. . . . . . ber. 258 | 5,7 as 
Lysolecithin. .....- .-. « gef. 2,53 5,26 0,66 

2,50 5,3 
C.,H,,O,NP-HLO** ..... ber. 1,74 3,8 
Reinlecithin . 2... ..... gef. Bye 3,8 

1,73 3,82 








* Stearyllysolecithin; ** Distearyllecithin. 












) 
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Aus den vereinigten Fraktionen 1—15 wurde das Lysolecithin und dem- 
entsprechend aus den Fraktionen 16—52 das Lecithin durch Abdampfen des 
Lésungsmittels i. Vak. erhalten. Im Fall des Lysolecithins behandelte man die 
Substanz nach scharfem Trocknen im Exsiccator iiber Schwefelsiure und Natron- 
lauge (zur Entfernung von Essigsaure) gut mit Aceton (2,8 g). Im Fall des Lecithins 
nahm man die Substanz noch in méglichst wenig Ather auf und fallte mit Aceton 
(7,95 g). 


Die Fettsiiuren des Lysolecithins 


Aus 4,5 g Lysolecithin wurden durch Spaltung mit methanol. Salzsiure und 
Ausschiitteln mit Petrolather 2,35 g (93% d. Th.) Fettsiuremethylester und daraus 
2,14g freie Fettsiuren erhalten. Die fraktionierte Tiefkiihlkristallisation aus 
10-proz. Acetonlésung fiihrte zu dem in Tab. 3 zusammengestellten Ergebnis. 
Bei 0° fielen noch keine Saéuren aus, der erste Niederschlag entstand erst beim 
Abkihlen auf —20°. 


Tab. 3. Ubersicht iiber die durch Tiefkiihlkristallisation gewonnenen Fettsaure- 
fraktionen des Lysolecithins. 








Menge g | Jodzahl® 

Gesattigte Fettsiuren*. ......... 0,090 15 ( 18) 

Schwachungesiattigte Fettsiuren** ... . 0,645 112 (114) 

Hochungesattigte Fettsiuren*** .... . 1,353 191 (194) 
* Bei — 20° auskristallisiert; ** bei — 70° auskristallisicrt ; *** bei — 70°in Lésung geblieben. 


Wie aus dem UV-Spektrum der Fraktion der hochungesattigten Fettsauren 
nach der Alkaliisomerisierung (Abb. 3) hervorgeht, finden sich hier Dien-, Trien-, 
Tetraen- und Pentaensaduren. Die Diensduren bilden den Hauptanteil, Tetraen- und 
Pentaenséuren sind nur in kleineren Mengen vorhanden, Hexaensauren fehlen. 
Das entsprechende Spektrum der Fraktion der schwachungesattigten Fettsiuren 
zeigt nur die Anwesenheit von Diensdéuren in merklichen Mengen (etwa 20%) an. 
Die héher ungesiattigten Fettsaiuren fehlen praktisch vollstandig. 


te 


ahd 
Abb. 3. UV-Spektrum der isomeri- 
sierten Fettsiuren des Lysolecithins 











400 
(21-proz. KOH-Glykol, 180°, 8 Min.). !) 
Frakt. d. hochungesittigten Fett- 
sii 1), Frakt. d. schwach at- “ 
auren (1), Fra schwachungesa shar ~, 





tigten Fettsaiuren (2). 
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8 Nach K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. 
GenuBmittel 46, 154 [1923]. 
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Die chromatographische Analyse der Fettsaurefraktionen 


Die durch Tiefkihlkristallisation gewonnenen Fettséurefraktionen wurden 
in einem Mikrohydrierapparat in Eisessig mit Platinoxydkatalysator hydriert. 
Die Jodzahl der Hydrierungsprodukte lag in jedem Fall unter 4. AnschlieBend 
bestimmte man die Zusammensetzung des Gemischs, durch chromatographische 
Analyse nach Howard und Martin® in der von Kapitel?® beschriebenen Aus- 
fiihrung. Jede einzelne der chromatographisch abgetrennten Saéuren wurde an- 
schlieBend noch papierchromatographisch (nach Bernhard) identifiziert bzw. 
auf Reinheit gepriift. Zu diesem Zweck wurden nach der Titration mit n/100-NaOH 
die Eluate vereinigt, die Fettsiuren mit Mineralsdure in Freiheit gesetzt und mit 
Ather ausgeschiittelt. 


a) Die gesattigten Fettsaiuren: Zur Saulenchromatographie wurden 
17,82 mg der gesattigten Fettsiuren nach der Hydrierung in 25 cem waBr. Aceton 
(70-proz. und 63-proz. Aceton i. Verhiltnis 1:5 gemischt) bei 35° gelést, hiervon 
5cem auf die Saule gebracht und mit steigender Acetonkonzentration eluiert. 


ccm 0,01-n. NaOH 
a | 


=z 
G 





0,36 5 
028 - Abb. 4. Chromatogramm der Fraktion der gesit- 
, tigten Fettsiuren des Lysolecithins. 
Durch den Pfeil (| ) wird der Wechsel des Elu- 
ad tionsmittels angezeigt. Die punktierten Linien im 
Kurvenzug zeigen die Abgrenzung der fiir die 
012 4 Papierchromatographie verwendeten Fraktionen an. 
0.06 2; 
1 Oe tly 4 





Tab. 4. Zusammensetzung der Fraktion der gesattigten Fett- 
sduren des Lysolecithins. 








| eingesetzt (mg) | gefunden (mg) | % 
C 2,84 82,2 
a | \ 3,56 | 0,63 | 17.8 


Bei der papierchromatographischen Priifung stellten sich Frakt. 1 und 2 als 
reine Palmitinséure und Frakt. 3 als reine Stearinsiure heraus, 


b) Die schwachungesattigten Fettsauren: Es wurden 20,06 mg der 
hydrierten Fettsiuren in 25 ccm waBr. Aceton (75-proz. und 70-proz. Aceton 
i. Verhaltnis 1:5 gemischt) gelést und davon 5 ccm auf die Saule gebracht. Der 
kleine Vorlauf (x) konnte nicht naher identifiziert werden. 

®* C. A. Howard u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 46, 532 [1950]. 

10 W. Kapitel, Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 

11H Wagner, L. Abisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 88, 1536 
[1955]. 
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ccm Q01-n. Na0H 
F=0,73 
0,36 + 4, 4¥ 


0,26 + 

Abb. 5. Chromatogramm der hydrierten 
Fraktion der schwachungesattigten Fett- 7 | 
sduren des Lysolecithins. 





ob: 
4 H D 
a ee 








1X 





Tab. 5. Zusammensetzung der Fraktion der schwachungesit- 
tigten Fettsiuren des Lysolecithins. 








eingesetzt (mg) | gefunden (mg) % 
Cie 0,39 9,9 
Cis 4,01 3,40 86,6 
Coo 0,14 3,5 





Bei der papierchromatographischen Priifung stellten sich Frakt. 1 als reine 
Palmitinsaure, Frakt. 2 und 3 als reine Stearinsaure und Frakt. 4 als reine Eikosan- 
siure heraus. Wie aus dem UV-Spektrum der isomerisierten Sauren (Abb. 3) 
hervorgeht, bestehen die C,,-Sauren zu etwa 75—80% aus Olséure und zu 20—25°% 
aus Linolséure. 

c) Die hochungesattigten Fettsiuren: Es wurden 13,42 mg der hy- 
drierten Fettsiuren in 25 ccm waBrigem Aceton (75-proz. und 70-proz. Aceton 
i. Verhaltnis 1:5 gemischt) unter Erwarmen geloést und davon 5 ccm auf die Saule 
gebracht. Auch hier fand sich ein kleiner, nicht naher identifizierbarer Vorlauf ( x ). 


ccm Q01-n. NaQH 
F=095 y ) y 
0145 
Abb. 6. Chromatogramm der hy- 
drierten Fraktion der hochunge- 0.104 
sittigten Fettsiuren des Lysoleci- 


thins. 206-4 


092 + 








Tab. 6. Zusammensetzung der Fraktion der hochungesat- 
tigten Fettsiuren des Lysolecithins. 





| eingesetzt (mg) | gefunden (mg) % 


Ces 0,13 5,2 
Cis 2,68 1,68 70,0 
0,60 24,8 
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Bei der papierchromatographischen Priifung stellten sich Frakt. 1 als reine 
Palmitinsaure, Frakt. 2 als reine Stearinsiure und Frakt. 3 als reine Eikosansaure 
heraus. 

Ein Versuch, die hochungesittigten Fettsiuren noch durch fraktionierte 
Vakuumdestillation der Methylester (1 g Ester, gemischt mit 30 g eines Kohlen- 
wasserstoffgemischs vom entspr. Siedepunkt [Esso-Bayol Nr. 16]) genauer zu 
charakterisieren, ergab unter den C,,-Siuren das Vorhandensein von Linolsaure 
und unter den C,9-Saéuren das Vorhandensein von Trien-, Tetraen- und Pentaen- 
sduren. 


Es wurde eine Linolsaurefraktion (nach Alkaliisomerisierung [E}}% = 620 
bei 234 my; [Eq %2, = 100 bei 282 my) erhalten, welche noch kleinere "“Mengen 


(etwa 10%) C,9-Polyensiuren enthielt. Das bei der Ozonidspaltung erhaltene 
Abbaudicarbonsauregemisch bestand vorwiegend aus Malon- und Azelainséure. Da 
die Extinktion bei 282 mz im wesentlichen auf die Beimengung von C,9-Polyen- 
siuren zuriickzufiihren ist, bestehen die in der Fraktion der hochungesattigten 
Fettsauren vorkommenden C,,-Sauren in der Hauptsache aus Linolsaure. 


Unter Beriicksichtigung der bei a—c erzielten Ergebnisse l4Bt sich aus 
Tab. 4—6 die Zusammensetzung des Fettsiuregemischs (Tab. 7) berechnen. 


Tab. 7. Zusammensetzung des Fettsiiuregemischs von Lysolecithin 
aus Acetalphosphatiden (Menge d. Fetts. in g). 





ae 
us ; ; in % der Gesamt- 
Fettsaurefraktionen Summe Au 





























Fettsauren 
<4, » | Schwach-| hoch- ” re 2 
gesatt. ungesitt. | ungesitt. gesatt.* | ungesatt.| gesatt.* | ungesatt. 
Cis 0,074 0,064 0,070 0,074 0,134 3,5 6,4 
Cis 0,016 0,558 0,947 0,016 1,505 0,8 72,1 
Cao — 0,023 0,336 — 0,359 —_ 17,2 
* Enthialt noch kleine Mengen (etwa 20%) ungesittigte Fettsiuren. 


Die Fettsiuren des Lecithins 


Wie oben wurden aus 2,30g Lecithin 1,54 g Fettsiuremethylester (91% 
d. Th.) und daraus 1,35 g freie Saiuren erhalten. AnschlieBend folgte wieder die 
fraktionierte Tiefkihlkristallisation (Tab. 8). 


Tab. 8. Ubersicht iiber die durch Tiefkiihlkristallisation gewonnenen 
Fettsaiurefraktionen des Lecithins. 





Menge g | Jodzahl 








Gesattigte Fettsiuren* .. . Saas 0,540 19,3 (16,1) 
Schwachungesattigte Fettsdiuren i 0,450 112 (109) 
Hochungesattigte Fettsiuren*** . . . . 0,312 | 186 (190) 

* 0,030 g bei 0° und 0,510 g bei — 20° auskristallisiert ; ** bei — 70° auskristallisiert; *** bei 


— 70° in Lésung geblieben. 


Abb. 7 zeigt die UV-Spektren der Fraktion der schwachungesattigten und der 
hochungesattigten Fettsiuren nach der Alkaliisomerisierung. 
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Abb. 7. UV-Spektren der iso- 
merisierten ungesattigten Fett- 400 
sauren des Lecithins. Fa 11) 
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Die chromatographische Analyse der Fettsaurefraktionen 


a) Die gesattigten Fettsaiuren: Zur Saulenchromatographie wurden 
16,96 mg der gesattigten Fettsiuren nach der Hydrierung in 25 cem waBr. Aceton 


(70-proz. u. 63-proz. Aceton im Verhaltnis 1:5 gemischt) gelést und davon 5 ccm 
auf die Saule gebracht. 


ccm —— 















046 5 
0,36 + 
Abb. 8. Chromatogramm der an 
Fraktion der gesattigten Fett- 
sauren des Lecithins. 0.20 4 
O12 - 
v4 / 
aa tt! te > 
Sort 


Tab. 9. Zusammensetzung der Fraktion der gesattigten Fett- 
sauren des Lecithins. 








| eingesetzt (mg) | gefunden (mg) % 
On | 2,80 82,4 
Cie , 0,60 17,6 











Bei der papierchromatographischen Priifung stellten sich Frakt. 1 und 2 als 
Palmitinsiure und Frakt. 3 als reine Stearinsdiure heraus. 


b) Die schwachungesattigten Fettsiuren: Es wurden 18,62 mg der 
hydrierten Fettsauren in 25 ccm waBrigem Aceton (75-proz. und 70-proz. Aceton im 
Verhaltnis 1:5 gemischt) gelést und davon 5 ccm chromatographiert. 
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ccm 0,01-n. NaOH 
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028 - 
Abb. 9. Chromatogramm der hydrierten 
020 | Fraktion der schwachungesattigten Fett- 


sauren des Lecithins. 


QN2 + 
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Tab. 10. Zusammensetzung der Fraktion der schwachungesat- 
tigten Fettsiuren des Lecithins. 








| eingesetzt (mg) | gefunden (mg) | »/ 
Cis 0,65 | 17,6 
Cis 3,72 2,88 78,7 
a 0,14 3,7 


Bei der papierchromatographischen Priifung stellten sich Frakt. 1 als reine 
Palmitinsaure, Frakt. 2 als reine Stearinséure und Frakt. 3 als reine Eikosansaure 


heraus. 


c) Die hochungesattigten Fettsaiuren: Es wurden 17,4 mg der hy- 
drierten Fettsiuren in 25 ccm waBGr. Aceton (75-proz. und 70-proz. Aceton i. Ver- 


haltnis 1:5 gemischt) gelést und davon 5 ccm chromatographiert. 


ccm 0,01-n. Na0H 
F=073 y y ) 






0,18 ; 
0,14 4 
Abb. 10. Chromatogramm der hy- 
0.10 drierten Fraktion der  hochunge- 
sittigten Fettsiuren des Lecithins. 
0.06 + 
4 
024 1, 3 i, 
i fe! Ce} lm | 
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Tab. 11. Zusammensetzung der Fraktion der hochungesat- 
tigten Fettsiuren des Lecithins. 





| eingesetzt (mg) | gefunden (mg 





) | 

Cis 0,318 | 
Ce 3,49 211 
0,83 
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Bei der papierchromatographischen Priifung stellten sich Frakt. 1 als reine 
Palmitinséure, Frakt. 2 und 3 als reine Stearinséure und Frakt. 4 und 5 als reine 
Eikosansaure heraus. 


Tab. 12. Zusammensetzung des Fettsiuregemischs von Lecithin. 


























oe a 
Fettsaurefraktion Summe - —— 
z hwach- hoch- a re - = 
gesatt.* ungesitt. shania: gesatt.* | ungesatt.| gesatt.* | ungesatt. 
Cis 0,445 0,079 0,030 0,445 0,109 34,2 8,4 
Cis 0,095 0,354 0,202 0,095 0,556 7,3 42.6 
20 — 0,017 0,080 —_ 0,097 a 7,5 
* Enthilt noch etwa 20% ungesittigte Fettsiuren. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Die Zusammensetzung des Fettséuregemischs der cholinhaltigen 
Acetalphosphatide und des Lecithins vom Rinderherzmuskel wurde be- 
stimmt. Gesattigte Fettsiuren sind im Gegensatz zum Lecitihin in den 
Acetalphosphatiden praktisch nicht vorhanden. 

Unter den ungesattigten Fettsiuren der Acetalphosphatide bilden 
die Polyensiuren den Hauptanteil. Es handelt sich vorwiegend um 
Linolsiure. Die C,.-Polyensiuren fehlen praktisch vollstiandig. 

Im Lecithin ist demgegentiber die Menge der vorhandenen Polyen- 
siuren wesentlich geringer. 


Summary 


The composition of the mixed fatty acids of the choline-containing 
acetal phosphatides and the lecithin from beef heart muscle has been 
determined. In contrast to the lecithin the acetal phosphatides contain 
only an insignificant proportion of saturated fatty acids. Polyene fatty 
acids constitute the bulk of the unsaturated fatty acids of the acetal 
phosphatides, linoleic acid predominating while the C,,-polyene acid 
content is negligible. The proportion of polyene acids in the lecithin is 
much less than in the acetal phosphatides. 











Bd. 308 (1957) 


Uber die Bestimmung von Spermin, Spermidin 
und anderen biogenen Aminen 
nach papierelektrophoretischer Abtrennung 
und ihre Mengenverhiltnisse in tierischen Organen 
Von 
F. G. Fischer und Hans Bohn 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Januar 1957) 


In den Giftsekreten von Vogelspinnen haben wir Spermin und Tri- 
methylendiamin in (wahrscheinlich amidartiger) Verbindung mit Phenol- 
carbonsduren des Tyrosin-Abbaues nachgewiesen!. Dieses Vorkommen 
der beiden Amine in gebundenem Zustand veranlaBte uns zur Nach- 
prifung, ob das in tierischen Organen enthaltene Spermin durchweg 
frei, d. h. als Salz, vorliegt. Die bisher angewandten Isolierungsmethoden 
lieBen es méglich erscheinen, daB Verbindungen dieses Amins iibersehen 
oder aber bei seiner Gewinnung gespalten worden seien. Gleiches gilt 
fiir die bisherigen Nachweise von Spermidin. Trimethylendiamin, dessen 
Atomgruppierung in den beiden anderen Polymethylenaminen einbegrif- 
fen ist, war sonst nie als biogenes Amin aufgefunden worden; wir haben 
daher auch nach ihm in den Extrakten tierischer Organe gefahndet. 

Fiir die Abtrennung der Sperminbasen voneinander und von anderen 
Aminen und den neutralen und basischen Aminosaiuren hatten wir bei 
der Untersuchung der Hydrolysate der Vogelspinnen-Gifte die Elektro- 
phorese im Papierbogen sehr geeignet gefunden!. Sie bewahrte sich auch 
bei der Analyse der Extrakte aus tierischen Geweben und aus Hefe. 
Um scharfe Trennungen zu erzielen, war es allerdings erforderlich, die 
Bedingungen der Elektrophorese, vor allem die Zusammensetzung der 
Pufferlésungen, naéher zu studieren. 

Mit den im Versuchsteil angegebenen Elektrolyt-Lésungen war es 
moglich, Spermin, Spermidin, Cadaverin, Putrescin, Tri- 
methylendiamin, Histamin und Colamin scharf voneinander zu 
trennen und sie dann zu identifizieren und zu bestimmen. Wir be- 
schrankten unsere Versuche auf diese mit Ninhydrin im Pherogramm 
nachweisbaren basischen Verbindungen; ohne Zweifel eignet sich jedoch 
die Papierelektrophorese auch zur Abtrennung und Identifizierung an- 
derer biogener Amine?. 


1 F.G. Fischer u. H. Bohn, Liebigs Ann. Chem. 608, 232 [1957]. 

2 §. den Nachweis von Serotonin, Tryptamin, Tyramin, Adrenalin und Hista- 
min in Serum nach Fallung als Tetraphenylborat und elektrophoretischer Tren- 
nung. J. Gayer, Biochem. Z. $28, 39 [1956]. 
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Zur quantitativen Bestimmung der genannten Basen werden die 
Ninhydrin-Farbungen nach der Methode von Th. Wieland und 
E. Kawerau® in die vom Papier leicht wegzulésenden roten Kupfer- 
komplexe tibergefiihrt, so wie bei der quantitativen Bestimmung von 
Aminosauren nach chromatographischer Trennung*. Die zur Analysen- 
auswertung erforderlichen Bezugswerte werden dadurch erhalten, dab 
bekannte Mengen der zu bestimmenden Amine auf den Pherogrammen 
neben den Analysenlésungen mitwandern. 

In Tab. 1 sind die Werte einiger Spermidin- und Spermin- 
Bestimmungen zusammengestellt. 


Tab. 1. Gehalt verschiedener Organe an Spermidin und Spermin 
(mg in 100 g frischem Gewebe). 























Als Spermin- 
Spermidin Spermin phosphat 
berechnet 
Schweine-Pankreas [....... 30,1 15,0 37,5 
Schweine-Pankreas II ....... 37,2 19,2 48,0 
Schweine-Pankreas III ....... 28,8 16,3 40,7 
Schweine-Pankreas IV ....... 34,1 16,9 42,2 
Mittelwert 32,5 16,8 42,1 
Kalber-Pankreas ” Rie gaa tanta 13,3 26,3 65,6 
Kalber-Pankreas _ eee ee 13,9 27,4 68,5 
Kalber-Pankreas III ....... 17,9 30,4 76,0 
Kalber-Pankreas IV....... 13,3 28,4 71,0 
Mittelwert 14,6 28,1 70,3 
Ochsen-Leber I. ......... 1,6 12,9 32,3 
Ochsen-LeberII.......... 2,1 _12,5 ole 
Mittelwert 1,8 12,7 31,7 
Ochsen-lunge. T.... . 2. ss «+ « 3,1 5,8 14,5 
Ochsen-Lunge IIT. ......... 2,4 53 13,2 
Mittelwert 2,7 5,5 13,8 
Hefe (untergarige Brauereihefe) . . . 13,0 5,6 14,0 


Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus jeweils zwei Bestimmungen von 
zwei verschiedenen Pherogrammen, die nur um einige Prozente voneinander ab- 
wichen. Die rémischen Zahlen bezeichnen Organe von verschiedenen Individuen. 
Es ist bisher unbekannt, ob die Konzentration der beiden Amine und ihr relatives 
Verhaltnis im Pankreas (und in anderen Driisen) in irgendeiner Beziehung zu den 
Sekretionsphasen steht. Die Schlachttiere, deren Organe wir untersuchten, waren 
12 Stdn. ohne Nahrungsaufnahme gewesen. Der Umrechnung von Spermin auf 
Sperminphosphat wurde die Zusammensetzung C,)H,,N,-2H,PO,-6H,O zugrunde 
gelegt. 

Es fallt auf, daB sowohl die Spermin- wie die Spermidin- Werte des- 
selben Organs der gleichen Tierart auch bei verschiedenen Individuen 


(rémische Zahlen) wenig schwanken. 


3 Th. Wieland u. E. Kawerau, Nature [London] 168, 77 [1956]. 
4 F. G. Fischer u. H. Doérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 














Starke Unterschiede im Gehalt der beiden Amine und in ihren 
Mengenverhiltnissen bestehen jedoch zwischen Schweine- und Rinder- 
Pankreas. Im ersten ist das Gewichtsverhiltnis Spermidin : Spermin an- 
genihert 2: 1, im zweiten jedoch 1 : 2 

Die gefundenen Konzentrationen an beiden Polymethylenaminen 
sind viel héher als die bisher von anderen Autoren angegebenen. 

Dudley und Rosenheim‘, die von 3—5 kg Gewebe ausgingen und Spermin 
als Phosphat isolierten, fanden im Rinder-Pankreas 25—30mg° Sperminphosphat 
(auf Frischgewicht bezogen), in der Rinder-Leber 16 mg®%, in der Rinder-Lunge 
7 mg% und in Brennerei-Hefe 7 mg%. Harrison®, der Spermin vor der Fallung 
als Phosphat durch Wasserdampfdestillation vom Gewebe abtrennte, fand im 
Menschen-Pankreas 16,1 mg%, in Menschen-Leber 2,3—12,4 mg®%, in Menschen- 


Lunge 3,3—4,7 mg% Sperminphosphat (nicht auf Frischgewichte, sondern auf 
die Gewichte der unter Athanol aufbewahrten Organe berechnet). Nach einer 
anderen Aufarbeitung, in der die Base im Trichloressigsiure-Extrakt verschiedener 


menschlicher Organe zunachst als Pikrat, dann als Phosphat gefallt wurde, fand 
Harrison’ in 13 Pankreas-Driisen Werte von 13,5 bis 61 mg%, im Durchschnitt 
37,9 mg% Sperminphosphat (bezogen auf das Gewicht der mit Athanol vor- 
getrockneten Driisen). Wrede® fallte Spermin aus den Extrakten von 1—2 kg 
Gewebe als Chloraurat und fand im Rinder-Pankreas 8,75 mg% freie Base, im 
Menschen-Pankreas 5,4 mg%, in Menschen-Leber 5,0 mg%. 

Spermidin, das von Dudley, M. C. und O. Rosenheim® in den Mutter- 
laugen der Phosphatfallung von Spermin entdeckt wurde, soll nach Dudley, 
Rosenheim und Starling? im Rinder-Pankreas nur zu 1/10 der Sperminmenge 
enthalten sein (2 g Spermidinphosphat aus 100 kg Driise). Nach unseren Bestim- 
mungen ist jedoch im Kalber-Pankreas die Spermidin-Konzentration halb so groB 
wie die des Spermins, im Schweine-Pankreas ist sie doppelt so groB. Fukuda! 
fand im Schweine-Pankreas 2 mg% Sperminbase und 14 mg% Spermidinbase. 
Nach Ackermann” sind in der Seidenraupe, dem ersten Wirbellosen, in welchem 
diese Base (neben Putrescin) nachgewiesen wurde, 16,3 mg®, Spermidin enthalten. 


Die Unterschiede zwischen den von uns in Pankreas, Leber und 
Lunge bestimmten Werten und den Angaben friiherer Autoren sind 
wahrscheinlich auf die Verluste zuriickzufiihren, die bei den bisher tib- 
lichen Isolierungen der Amine durch mehrere Arbeitsginge, schlieBlich 
meistens als Phosphat, unvermeidlich sind. Es ist verstandlich, dab 
gerade Spermidin, dessen Phosphowolframat und Phosphat leichter lés- 
lich als jene des Spermins sind, zu einem noch kleineren Bruchteil erfaBt 
wurde. 

In den Extrakten der von uns untersuchten Gewebe sind Spermin 
und Spermidin vollstandig in freiem Zustand, d. h. als Salze, vorhanden; 
ihre aioe vergr6Bert sich nicht nach Hydrolyse der eingetrockneten 


oN. a O. Rosenheim, Biochem. J. 19, 1034 [1925]. 

6 G. A. Harrison, Biochem. J. 25, 1885 [1931]. 

7G. A. Harrison, Biochem. J. 27, 1152 [1933]. 

8 F. Wrede, diese Z. 153, 291 [19 26]. 

® H. W. Dudley, M. C. Rosenheim u. O. Rosenheim, Biochem. J. 18, 
1267 [1924]. 

1 H. W. Dudley, O. Rosenheim u. W. W. Starling, Biochem. J. 21 
97 [1927]. 
u§. Fukuda, J. Biochemistry [Tokio]; C. 1940, 407. 
2 DPD. Ackermann, diese Z. 291, 169 [1952]. 
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Gewebsausziige mit Barytlésung (24 Stdn. bei 100°). In alkalischen 
Hydrolysaten der extrahierten Pankreasdriisen (von Rind und Schwein) 
waren die beiden Sperminbasen nur in Spuren nachzuweisen. Es bestehen 
also keine Anzeichen dafiir, da8 Spermin und Spermidin in den unter- 
suchten Saugetierorganen auch in gebundenem Zustand vorkimen. 

Trimethylendiamin war in keinem der gepriiften Extrakte zu 
finden, obwohl Konzentrationen von 0,1 mg% noch sicher zu erkennen 
gewesen waren; sein Vorkommen in den Vogelspinnensekreten bleibt 
einstweilen ein singularer Fall. 

Colamin und Putrescin waren hingegen in allen Extrakten nach- 
zuweisen, Histamin in jenen aus Rinder-Leber und -Lunge (Tab. 2). 


Tab. 2. Gehalt verschiedener Organe an Colamin, Putrescin und Histamin 
(mg in 100 g frischem Gewebe). 








Colamin Putrescin Histamin 
Schweine-Pankreas II ....... 2—3 0,1 — 
Kalber-PankreasII ........ 2—3 0,5 —- 
Ochsen-LeberI .......... 1 — 1 
Ochsen-uumped . . . kk ee ws 1—2 0,5 4,7 
Ochsen-Lunge II. ......... 2,7 
Hefe (untergarige Brauereihefe) . . . 1,8 0,2 —: 








Putrescin in Hefeausziigen ist schon von Dudley und Rosenheim®, 
nach Abtrennung des Sperminphosphats, gefunden worden. Nach 
Fukuda enthalt Schweinepankreas auch 5 mg®% Cadaverin. In keinem 
unserer Extrakte aus frischen Organen fanden sich auch nur Spuren 
von Cadaverin — ein auffalliger Befund in Anbetracht des Putrescin- 
Vorkommens. Auch frische Hefeextrakte enthalten kein Cadaverin. Doch 
waren geringe Mengen dieses Diamins in einem Hefeauszug nachzu- 
weisen, der 8 Wochen bei 0° mit Thymolzusatz aufbewahrt worden war, 
und urspriinglich sicher nichts davon enthielt. 

Die Konzentrationen an freiem Colamin in den Organextrakten 
steigen auf ein Vielfaches, wenn diese alkalisch erhitzt werden, durch 
Hydrolyse von Kephalinen oder anderen Colaminverbindungen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Die Extraktion des Gewebes 


Ein Schweinepankreas (50—80 g) wird unmittelbar nach dem Schlachten des 
Tieres mit Hilfe eines ,,Starmix‘‘ etwa 15 Sek. lang zerkleinert. Eine langere Homo- 
genisierung erschwert die Trennung von Gewebe und Extrakt sehr. Der Gewebebrei 
wird dann gewogen, mit dem doppelten Gewicht siedenden Wassers versetzt und 
zum Sieden erhitzt. Nach Zugabe von 0,1 ccm Eisessig pro 10 g Gewebe wird die 
Mischung weitere 15 Min. unter Umriihren in schwachem Sieden gehalten, dann 
nach dem Abkiihlen auf 0° (zur Erstarrung der lipoiden Anteile) und Zusatz von 
einem Tropfen n-Octanol (um das Schiumen zu verhindern) iiber Filtrierleinen 
scharf abgesaugt. Der koagulierte Gewebebrei wird auf der Nutsche abgepreBt, 
mit wenig Wasser nachgewaschen, nochmals mit dem gleichen Gewicht (der Frisch- 
driise) Wasser, dem 0,1 ccm Eisessig pro 10 ccm zugesetzt sind, 15 Min. lang aus- 
gekocht und in gleicher Weise wie beim ersten Male durch Absaugen vom zweiten 
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Extrakt getrennt. Das Volumen der vereinigten Lésungen wird bestimmt (etwa 
3 ccm pro g Driise). In mehreren Beispielen wurde der Spermin- und Spermidin- 
Gehalt des ersten und des zweiten Extraktes gesondert ermittelt. Im zweiten 
Extrakt waren noch 5—10% der im ersten enthaltenen Spermidinmengen vor- 
handen und 20—30% der zuerst ausgezogenen Spermin-Mengen. In einem dritten 
Extrakt und in dem alkalischen Hydrolysat des extrahierten Gewebes waren hin- 
gegen die beiden Diamine nur zu héchstens 1—2% der Gesamtmenge enthalten. 

Die Zerkleinerung und Extraktion von Kalberpankreas (30—50 g) und von 
Lunge und Leber (beide vom Rind) erfolgte in gleicher Weise. Die Hefe (untergarige 
Brauereihefe) war auf der Nutsche scharf abgesaugt, gewogen, dann zweimal mit 
siedendem Wasser ausgezogen worden (Mengenverhiltnisse wie oben angegeben), 
dem 0,2 cem Eisessig pro 10 g Hefe beigemischt waren. Alle Gewebeextrakte sind 
auch nach der Filtration triib, doch wird die Elektrophorese dadurch nicht be- 
eintrachtigt. Sowohl die Extrakte wie die Pufferlésungen und die Amin-Vergleichs- 
lésungen werden durch Zugabe von Thymol konserviert und bei 2° aufbewahrt. 
Die Extraktion von kleinen Mengen Gewebe (unter 1 g) erfolgt zweckmaBig durch 
Verreiben mit essigsaurem oder trichloressigsaurem Wasser in einer kleinen Reib- 
schale nach Zusatz von Sand. 


2. Die elektrophoretischen Trennungen 
a) Versuchsbedingungen und Pufferlésungen 

Die Elektrophoresen wurden im ,,Pherograph“ nach Wieland und Pflei- 
derer}’ (L. Hormuth, Heidelberg) bei 0° ausgefiihrt. 

Als Vergleichssubstanzen verwendeten wir Spermin-tetrahydrochlorid 
C,9H.,N4'4HCl, Spermidinphosphat (C,H,,N;).°3H,PO0,6H,O und die Dihydro- 
chloride von Cadaverin, Putrescin und Histamin (alle Hoffmann-La Roche, 
Basel). AuBerdem Colamin-hydrochlorid (Th. Schuchardt, Miinchen) und ein 
selbst hergestelltes Trimethylen-diamin-dihydrochlorid. 

Aus einer gréBeren Zahl von Pufferlésungen fanden wir fiir die Trennung der 
untersuchten Amine folgende Gemische als die zweckmaBigsten: 








Pufferlésung A B Cc 
EMRE clio soe os Be Sa S 40 ccm 50 ccm 40 ccm 
MD CNRS! arta sak Ca) os RS he LA as 30 ccm 50 ccm 20 ccm 
Citronensfure ........... 12g — 20 g 
vo: el eee Oa yer mere ery fae ae 900 com 940 ccm 





(Acidum citricum nach Sorensen, C,H,O,-H,O) 


Phosphat enthaltende Puffer waren schlechter geeignet als die hier angegebenen. 

Durch Verwendung der Pufferlésung A lassen sich alle oben angegebenen 
Amine bis zur sicheren Identifizierung trennen. Histamin wird von dem fast gleich 
schnell wandernden Colamin durch die braunstichige Farbung mit Ninhydrin und 
durch Reaktion mit diazotierter Sulfanilsiure (Paulys Reagens) unterschieden. 
Quantitativ bestimmen lassen sich in diesen Pherogrammen Spermin, Spermidin 
und Cadaverin. Colamin kann nur bestimmt werden in Abwesenheit von Histamin 
(und umgekehrt), Putrescin nur in Abwesenheit von Trimethylendiamin. 

Die Pufferlésung B gestattet eine sichere, auch fiir die quantitative Aus- 
wertung brauchbare Trennung von Trimethylendiamin und Putrescin. AuBerdem 
kénnen in diesen Pherogrammen Spermin und Colamin, bei Abwesenheit von 
Cadaverin und Histamin auch Spermidin bestimmt werden. 

Die Pufferlésung C eignet sich besonders zur Abtrennung und Bestimmung 
von Histamin. AuBerdem lassen sich in diesen Pherogrammen Spermin, Spermidin 
und Colamin auswerten. 


13 Th Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 67, 257 [1955]. 
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Die Ergebnisse einiger Elektrophoresen zeigt Tab. 3; sie gibt die Brauchbar- 
keit der erzielten Trennungen zu erkennen. 


Tab. 3. Die Elektrophorese einiger Amine in verschiedenen Pufferlésungen. (Wande- 
rungsstrecken in cm nach 2 Stdn. bei 0°; * bedeutet, daB der Farbstrich zur quanti- 
tativen Bestimmung geeignet ist.) 








Pufferlésung A B C 
Spannungsgefille. ......... 14,5 V/cm 13,5 V/cm 18,0 V/cm 
Stpomet@rke... . 2.06 6 ee ee 50 mA 50 mA 65 mA 
S) ce ee ee  C — 17,8* — 12,0* — 10,2* 
Seeman © 8) Si s gew inns — 9,6* — 13,0 — 13,0* 
SRI rinse wast e) days laiwreens — 10,8 — 13,0 — 15,2* 
Co ae ea oer oe eee — 10,6 — 10,5* — 16,2* 
CEMENT sé. Gels: Ver. @ 6) BP Bans oy are — 11,8* — 13,0 — 17,4 
OAR se ah A a Goan gineht —12,7_ . — 14,0* — 18,2 
Trimethylen-diamin ........ — 13,2 — 15,4* — 18,4 
Lysin — 5,1 5,5 — 8,0 
Arginin. . . — 4,4 — 5,0 — 6,7 
Histidin i OTE ene 5 — 4,4 — 5,2 — 6,7 
GlutamineBure. . .. 2. 6. 2 2 ee + 4,0 + 4,0 + 5,8 
Asparaginsaure OE + 5,0 + 17,6 











Die basischen Aminoséuren wandern ebenfalls kathodisch, aber langsamer als die 
Amine, so daB ihre Anwesenheit die Bestimmungen nicht stért. Die neutralen 
Aminosauren bleiben am Start, Glutaminséure und Asparaginsiure bewegen sich 
zur Anode. 


b) Ausfithrung der Elektrophoresen 


Die Startlinie wird auf die Mitte der Papierbogen eingezeichnet (Whatman 
Nr. 1, 15x 40 cm; in eine Kammer kénnen zwei Streifen eingelegt werden). Nach 
Trankung der Bogen mit Pufferlésung, Abpressen und Einlegen auf die gekiihlte 
Glasscheibe der Elektrophoresenkammer, werden Analysen- und Vergleichslésung 
mit Mikropipetten strichformig nebeneinander auf die Startlinie aufgetragen 
(Striche 5 cm, Zwischenraum 1,5 cm). 

Die aufzutragenden Extraktmengen richten sich nach dem Gehalt an den 
zu bestimmenden Aminen. Meistens geniigen 50—150cmm (mit 2—15 y jeder Base). 
Bei geringeren Aminkonzentrationen ist es zweckmaBig, die Extrakte vorher ent- 
sprechend einzuengen. 

Die Konzentrationen der Vergleichslésungen sind so zu wahlen, daB sie még- 
lichst der erwarteten Konzentration der zu bestimmenden Basen entsprechen. Es 
empfiehlt sich, zunachst eine Elektrophorese auszufiihren zur Ermittlung der Be- 
dingungen (Puffer-Lésung, Spannung, Zeitdauer), die eine gute Trennung und 
sichere Identifizierung der Amine gewahrleisten. Die Intensitaten der Ninhydrin- 
farbungen auf diesem qualitativ auszuwertenden Pherogramm gestatten eine 
Schatzung der fiir die quantitativen Versuche wiinschenswerten Konzentrationen 
der Vergleichslésungen. Die Begleitstoffe in den Extrakten bewirken haufig, daB 
die Amine der Analysenlésung zunachst etwas langsamer wandern als jene der 
Vergleichslésung. Zu sicheren Identifizierungen ist es daher zweckmaBig, im quali- 
tativ auszuwertenden Pherogramm die Startstriche der Vergleichslésung zu einem 
Teilstiick auf jene der Analysenlésung aufzutupfen. Von diesen Teilstiicken aus 
wandern die Amine der Vergleichslésung genau so weit wie die damit identischen 
der Analysenlésung. 
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Die Bestimmung der einzelnen Amine 


Nach der Elektrophorese werden die Papierstreifen in einem méglichst 
ammoniakfreien Luftstrom von 35° getrocknet (5—10 Min.), dann mit der Nin- 
hydrin-Lésung durchtrankt. Zu diesem Zweck werden sie schnell derart durch die 
Ninhydrin-Lésung gezogen, daB die Lésung nur von der unteren Flache her das 
Papier durchtrankt (Naheres 1. c.*). 

Da die Pufferlésungen A und C Citronensaure aula, ist zur Farbentwick- 
lung die meistens verwendete Lésung von Ninhydrin in Butanol- Eisessig unbrauch- 
bar. Es ist notwendig, die Aciditat der Citronensiure durch Zugabe von Natrium- 
acetat abzupuffern und daher Methanol als Lésungsmittel zu verwenden. Optimale 
Farbungen nach Verwendung von Puffer A oder B werden erreicht mit folgender 
Lésung: 0,5 g Ninhydrin, 1,2 g Natriumacetat-3H,O, 0,2 ccm Hisessig, 100 ccm 
Methanol. Nach Verwendung von Puffer C ist eine Lésung mit 2,0 g Natrium- 
acetat-3H,O und sonst gleicher Zusammensetzung angezeigt. 

Nach nochmaligem Trocknen der Papierbogen im Luftstrom von 50° (5—10 
Min.) werden die Pherogramme, auf denen die Farbflecken schon deutlich sichtbar 
sind, zur Farbentwicklung 25 Min. auf 60° in einem Thermostaten gehalten. Die 
einzelnen Farbstreifen der verschiedenen Trennbahnen werden moéglichst knapp 
ausgeschnitten (und zwar so, daB die Papierstiicke ein und desselben Amins 
moglichst flachengleich sind) und durch Bespriihen mit Kupfersalz auf beiden 
Seiten durchfeuchtet (Kupferreagens: 2 ccm gesattigte, waBrige Kupfernitrat- 
lésung, 0,2 cem 10-proz. Salpetersiure und 100 ccm 96-proz. Athanol). Zweck- 
maBigerweise hangen die Papierstreifen auf Nadeln gespieBt im Luftstrom eines 
Ventilators, so daB der Alkohol sofort verdunstet. Nun wird der rote Kupfer- 
komplex der Ninhydrin-Farbung aus den Papierstreifen mit je 5 ccm Methanol 
puriss. in Reagenzglisern ausgezogen. Die Extinktionen der Ausziige werden 
nach 15—30 Min. in 1-cm-Kiivetten mit einem Spektralphotometer gemessen 
(Licht von 506 my, Methanol in der Kompensationskiivette). Falls die Extinktionen 
iiber 0,8 liegen, verwendet man mehr als 5 ccm Methanol zur Lésung des Kupfer- 
komplexes. 

Aus den Verhiltnissen der Extinktionen der methanolischen Lésungen aus 
entsprechenden Farbstrichen der Analysen- und der Vergleichslésungen werden 
Mittelwerte gebildet. Multipliziert man die Konzentration des betreffenden Amins 
in der Vergleichslésung mit dem zugehérigen Verhaltnis der Mittelwerte, so erhalt 
man die Konzentration des Amins im Gewebeextrakt. 

Die Papier-Leerwerte sind meistens so klein, daB ihre Bericksichtigung 
(Subtraktion von den gemessenen Extinktionen) sich eriibrigt. Nur bei Extink- 
tionen unter 0,1 empfiehlt es sich, sie experimentell zu ermitteln. Weitere Angaben 
zur Auswertung sind in ]. c.4 beschrieben. 

2—4 Einzelbestimmungen ergeben Mittelwerte mit Abweichungen von 
héchstens 3—5% (z. B. bei Bestimmungen von 3—10 y Spermin). Voraussetzung 
ist allerdings, daB die Mengen des zu bestimmenden Amins in Analysen- und Ver- 
gleichsflecken sich weniger als 1:2 unterscheiden, da keine streng lineare Proportio- 
nalitét zwischen Aminkonzentration und Intensitat der Ninhydrinfarbung besteht. 
Die Farbungen mit Spermin, Spermidin, Cadaverin und Putrescin sind nach Ver- 
doppelung der Konzentration (1,5:3 y, bzw. 3:6 y jeder Base) um 3—4% niedriger 
als errechnet, nach Vervierfachung (1,5:6 y, bzw. 3:12 y) um 10—15% niedriger. 
Noch starker sind die Abweichungen bei Histaminbestimmungen, da bei Konzen- 
trationsverhiltnissen wie 1:2 (z. B. 4:8 y) die Abweichung 10% betragen kann, bei 
Verhaltnissen wie 1:4 sogar 20—25%. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit der 
Angleichung der Konzentrationen von Analysen- und Vergleichslésungen. Die 
untere Grenze fiir die Mengen auf jedem Startstrich, die sich noch quantitativ 
bestimmen lassen, betragt 1,5 y Spermin, Spermidin, Cadaverin oder Putrescin 
(einer Extinktion von 0,11 entsprechend). Bei Histamin betragt sie 3 y (E = 0,07). 
Qualitative Nachweise sind noch mit 0,5 y einer jeden Base durchaus mdglich. 
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3. Die Chromatographie der Amine 


Wenn Zweifel iiber die Identitat eines elektrophoretisch abgetrennten Amins 
bestehen oder iiber seine Einheitlichkeit, so wird eine Chromatographie der Elektro- 
phorese angeschlossen. 

Die betreffenden ,,Striche“ werden nach Lokalisation durch Entwicklung 
einer Trennbahn aus den anderen Trennbahnen des Pherogramms ausgeschnitten 
und mit jeweils 1 com Wasser eluiert. Die Eluate werden eingetrocknet, die Riick- 
stande in 1 Tropfen Wasser wieder gelést und auf den Papierbogen gebracht. Als 
Trenngemisch eignet sich Phenol von py 1. Destilliertes, farbloses Phenol wird mit 
dem gleichen Volumen der Pufferlésung (50 ccm 0,2-m. KCl+ 97,0 cem 0,2-n. 
HCl) geschiittelt. Die organische Phase wird verwendet. 15—20 stdg., absteigende 
Chromatographie bei 20°. Folgende Ry-Werte werden ermittelt: Spermin 0,12; 
Trimethylendiamin 0,14; Spermidin 0,18; Putrescin 0,26; Cadaverin 0,38; Colamin 
0,39; Histamin 0,44; Agmatin 0,55. 

Dem Fonds der Chemie danken wir fiir Zuwendungen, die auch dieser 
Arbeit zugute kamen. 

Zusammenfassung 


Zur Ermittlung des Bindungszustandes und der Konzentrationen 
von Spermin und Spermidin in tierischen Organen wird ihre papier- 
elektrophoretische Abtrennung und quantitative Bestimmung unter- 
sucht sowie die von Cadaverin, Putrescin, Trimethylendiamin, Histamin 
und Colamin. 

Die Konzentrationen von Spermin, Spermidin, Putrescin, Histamin 
und Colamin in Rinderpankreas, Schweinepankreas, Rinderleber, Rinder- 
lunge und in Brauereihefe werden angegeben. 

Die Papierelektrophorese ist zur schnellen Abtrennung zwecks Be- 
stimmung der genannten Amine gut geeignet. 


Summary 


The paper electrophoretic separation and quantitative estimation 
of spermine and spermidine have been investigated in order to determine 
their concentrations and state of linkage in animal organs. The separ- 
ation and estimation of cadaverine, putrescine, trimethylendiamine, 
histamine, and colamine were also investigated. The concentrations of 
spermine, spermidine, putrescine, histamine, and colamine in bovine 
pancreas, bovine liver, bovine lung, porcine pancreas and brewers’ yeast 
have been determined. Paper electrophoresis is suitable for the rapid 
separation of the amines in question for the purpose of estimation. 


8* 
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Einflu8 von Inosin auf den Einbau von “P-Orthophosphat 
in die Phosphorverbindungen von Erythrocyten 
bei der Lagerung 


Von 


Andreas Hock* und Gerhard Huber 


Aus dem Forschungslaboratorium der Zellstoffabrik Waldhof, Mannheim-Waldhof 
(Leiter: Prof. Dr. F. Reiff) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1957) 


Finch und Gabrio!-* haben kiirzlich gefunden, daB die bei der 
Lagerung von Erythrocyten in saurer Citrat-Dextroselésung (ACD- 
Lésung) auftretenden chemischen Veranderungen in der Zelle durch 
Bebriiten mit Adenosin riickgingig gemacht werden kénnen und die 
Lebensdauer der Erythrocyten durch Lagerung in Gegenwart von 
Adenosin wesentlich verlingert werden kann. Wie die Autoren fest- 
stellten, wird durch den Zusatz von Adenosin vor allem der Abbau der 
organischen Phosphorsiureester (ATP, 2.3-DPG**) in der roten Zelle 
merklich verlangsamt. Der gleiche Effekt wird auch durch andere 
Purinnucleoside (Guanosin, Inosin, Xanthosin), nicht aber durch Pyri- 
midinnucleoside oder Purine bewirkt*. 

Dische? hatte schon friiher gezeigt, da Adenosin in den Kohlen- 
hydratstoffwechsel der Erythrocyten eingreift. Denstedt und Mitarbb.°® 
konnten neuerdings eine Steigerung der Milchséureproduktion in mit 
Adenosin behandelten Erythrocyten nachweisen. 

Prankerd und Altman’ untersuchten Verainderungen des Phos- 
phatstoffwechsels von Erythrocyten bei Bebriitung mit und ohne 


* Jetzige Anschrift: Institut fiir Tierernahrungslehre der Humboldt-Uni- 
versitat, Berlin N 4. 
** Abkiirzungen: ATP = Adenosin-5’-triphosphorsaure, 
ADP = Adenosin-5’-diphosphorsaure, 
DPG = Diphosphoglycerinsaure. 
1 C, A. Finch u. B. W. Gabrio, J. clin. Invest. 38, 932 [1954]. 
2 B. W. Gabrio, M. Hennessey, J. Thomasson u. C. A. Finch, J. biol. 
Chemistry 215, 357 [1955]. 
3 B.W.Gabrio, D.M. Donohue u. C. A. Finch, J. clin. Invest. 34, 
1509 [1955]. 
4D. M. Donohue, C. A. Finch u. B. W. Gabrio, J. clin. Invest. 35, 562 
[1956]. 
5 Z. Dische, Phosphorous metabolism, Vol. 1, 8. 171 (Johns Hopkins Press, 
Baltimore, 1951). 
6 D. Rubinstein, S. Kashket u. O. F. Denstedt, Canad. J. Biochem. 
Physiol. 84, 61 [1956]. 
7 T. A. J. Prankerd u. K. I. Altman, Biochem. J. 58, 622 [1954]. 
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Nucleosidzusatz. Sie beobachteten, daB durch Adenosin oder Guanosin, 
auch bei Abwesenheit von Glucose, der Austausch von *2P zwischen 
Zelle und Plasma sowie die Resynthese der Phosphorsaureester er- 
méglicht wird. 

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, genauere Einblicke in 
den Mechanismus der Nucleosid-Verwertung durch den Stoffwechsel 
der Erythrocyten zu erlangen. Zur Markierung der Phosphorverbin- 
dungen wurde tragerfreies 92P-Orthophosphat zugesetzt. 

Dabei sollten vor allem die Verhiltnisse in bei 4°C gelagertem 
Blut untersucht werden, da auf Grund der Beobachtungen von Finch 
und Gabrio!-* ein Zusatz von Nucleosiden zu Blutkonserven von 
praktischem Interesse ist. Aus dem gleichen Grund wurde fiir die Ver- 
suche Inosin verwendet, da dieses Nucleosid neben guter Léslichkeit 
vor allem keinerlei Kreislaufwirkung zeigt®. 

In jiingster Zeit erschien eine Mitteilung von Prankerd?® mit 
teilweise ahnlicher Fragestellung, wobei der Autor, unabhangig von uns, 
zu Ergebnissen gelangte, die mit den unsrigen weitgehend iiberein- 
stimmen. 

Methodik 


Die Blutkonserven bestanden aus 4 TIn. Vollblut gesunder Spender* und 
1 Tl. ACD-Lésung (,,Biostabil“‘ der Firma Biotest-Serum-Institut, Frankfurt- 
Main: 14g Natriumcitrat (Dihydrat), 5 g Citronensiure (Monohydrat) und 15 g 
Glucose pro Liter). Sie wurden unter sterilen Bedingungen in Proben zu je 5 m/ 
ACD-Blut aufgeteilt. Die Zusaétze (10 mg Inosin und 50 wC praktisch tragerfreies 
%2P-Orthophosphat) wurden in 2ml ACD-Lésung zugegeben. Kontrollen ohne 
Inosin wurden stets parallel gefiihrt. Die Proben wurden im Kiihlschrank bei 4° 
gelagert und zu bestimmten Zeitabstinden analysiert. 

Zur Analyse wurde das Plasma abzentrifugiert, die Erythrocytensuspension 
2mal mit je 3 ml 0,9-proz. NaCl-Lésung gewaschen, unter Kiihlung mit 2 Vol. 
10-proz. Trichloressigsiure extrahiert und 0,1—0,2 ml des Extraktes wie friiher 
beschrieben?° papierchromatographisch aufgetrennt. Die Lokalisierung der Flecken 
erfolgte durch Autoradiographie. 

Der Phosphorgehalt der Flecken von ATP, ADP, 2.3-DPG und anorgan. 
Phosphat wurde nach einer Modifikation der Ascorbinsiure-Methode von Werk- 
heiser und Winzler!! bestimmt. AnschlieBend wurde die **P-Aktivitaét der 
Flecken im Fliissigkeitszihlrohr gemessen (StrahlungsmeBgerat FH 44, Fiiissig- 
keitszihlrohr FHZ 41, Fa. Friesecke & Hoepfner). 


Ergebnisse 


Die Tabelle zeigt die Anderungen des P-Gehaltes der Fraktionen 
von 2.3-DPG, ATP und ADP sowie des anorganischen Phosphats in den 
Erythrocyten wihrend der Lagerung bei 4°. 


8 B. W. Gabrio, D.M. Donohue, F.M.Huennekens u. C. A. Finch, 
J. clin. Invest. 35, 657 [1956]. 

® T. A.J. Prankerd, Biochem. J. 64, 209 [1956]. 

10 A. Hock u. G. Huber, Biochem. Z. 828, 49 [1956]. 

1 W. C. Werkheiser u. R. J. Winzler, J. biol. Chemistry 204, 971 [1953]. 

* Die Konserven wurden von der Blutbank der Stadt. Krankenanstalten 
Mannheim bezogen und sofort in den Versuch genommen. 
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Phosphorgehalt der saureléslichen Erythrocytenphosphatfraktionen (mg P in 
100 ml ACD-Blut). Mittelwerte aus 2 Bestimmungen; durchschnittliche 
Abweichung: 0,1—0,3 mg%. 





Lage- 
rung 


ohne Inosin mit Inosin 





Tage || 2.3e-DPG | ATP | ADP | anorg. P |} 2.3-DPG | ATP | ADP | anorg. P 
1 5,8 2,5 | 2,1 3,3 35 | 3,0 | 2,4 1,4 
4 54 26 | 26 54 8.3 35 | 3.4 3.2 
12 5.0 25 | 29 6.6 8.4 27 | 3.2 5,5 
18 3.3 21 | 21 9,2 6,7 29 | 3,1 58 
39 2,1 17 | 13 54 3.8 23 | 24 5,0 


























Die wihrend der Lagerung zu beobachtende Abnahme der orga- 
nischen Phosphorsaéureester wird nach Ablauf von 12 Tagen besonders 
deutlich. Parallel dazu erfolgt 
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Jy Abb. 1. **P-Aktivitaét der Erythro- 
6 cytenphosphate, bezogen auf die 
oe liek: ~ oo Gesamtaktivitat des ACD-Blutes. 
4 —RE co —— mit Inosin, - - - ohne Inosin. 
E_ Erythrocyten (Gesamtaktivi- 
5°? “ba 30 40 tat); 1 Anorg. Orthophosphat; 

lage —=— 2 2.3-DPG; 3 ATP; 4 ADP. 
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32P.Aktivitat zu finden (der beschleunigte Einbau am 1. Versuchstag ist 
durch die Zeitspanne bis zum Erreichen der Kiihltemperatur bedingt). 
Wie die Kurven zeigen, ist die Einwanderung der **P-Aktivitat in die 
Zelle bei der mit Inosin gelagerten Blutkonserve gegeniiber der Nor- 
malkonserve deutlich verlangert und der Gesamtwert erhéht. Die Ab- 
nahme der Erythrocyten-Aktivitaét nach 2 bis 3 Wochen kommt durch 
Austritt von anorganischem Phosphat in das Plasma zustande. 
Wiahrend der Anteil der 
“P-Aktivitat der 2.3-DPG 3 beat 











durch Inosin stark erhdht p=s-b---+--L 
wird, ist der des anorgani- . 7}=x a —— : “ 
schen Phosphats in gleichem Lo | ie ae 





MaBe erniedrigt. Der **P-Ge- 
halt von ATP und ADP wird 
durch Inosin kaum beeinfluBt. 

Zur Klarung der Frage, 
ob die durch Inosin verur- 
sachte Erhéhung der Aktivi- 
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at der 2.3-DPG auf eine Ver ypat = oy a 
groBerung der spezifischen 1 i i 
Aktivitét oder nur auf die it) sen fee) Sn = 
Erhoéhung der Konzentration 5 10 ” - ‘s 
der 2.3-DPG zuriickzufihren lage —=— 
ist, wurde die spezifische Ak- app, 2. Spezif. *P-Aktivitat der Erythro- 
tivitat der einzelnen Kompo- cytenphosphate. Bezeichnungen wie 
nenten bestimmt. Abb. 2 zeigt, Abb. 1. 


daB der **=P-Umsatz der 2.3- 

DPG bei Gegenwart von Inosin stark erhéht ist. Unsere Befunde 
stiitzen die Ergebnisse von Prankerd’®, da wir wegen des Einsatzes 
groBerer Aktivititen deutlichere Unterschiede erzielen konnten. Es han- 
delt sich also tatsichlich um eine VergréBerung der Stoffwechsel- 
aktivitét der 2.3-DPG. Bemerkenswert ist dagegen der auBerordentlich 
geringe EinfluB des Inosins auf den **P-turnover der energiereichen 
Phosphate ATP und ADP, deren spezif. Aktivitét in der zweiten 
Halfte des Versuchs stetig absinkt. 


Besprechung der Ergebnisse! 


Von Gabrio und Mitarbb.!213, Prankerd sowie Denstedt und 
Mitarbb.® wurde folgender Mechanismus fiir das Eingreifen der Nucleoside 
in den Kohlenhydratstoffwechsel der Erythrocyten diskutiert: Inosin, 
Guanosin und Adenosin durchdringen die Zellmembran und werden 


12 B. W. Gabrio, C. A. Finch u. F. M. Huennekens, Blood 11, 103 [1956]. 

13 —D. M. Donohue, B. W. Gabrio u. C. A. Finch, J. Amer. med. Assoc. 
161, 784 [1956]. 

14 7T, A. J. Prankerd, Lancet 1956, I, 469. 
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innerhalb der Zelle durch die kiirzlich auch aus Erythrocyten isolierte! 
Nucleosidphosphorylase in Purin und Ribose-l-phosphat aufgespalten. 
Letzteres kann itiber Ribose-5-phosphat in den anaeroben Teil des 
Pentosephosphat-Cyclus eingreifen. Die Umwandlung der hierbei ge- 
bildeten Glycerinaldehyd-3-phosphorsiure in .2.3-DPG und ATP ist 
auf vollig anaerobem Weg méglich. Durch diese Reaktionsfolge kénnen 
die fiir eine Neuphosphorylierung im Verlauf der Glykolyse erforderlichen 
energiereichen Phosphate, vor allem ATP, die bei der Lagerung der 
Erythrocyten absinken, wieder aufgebaut werden, wodurch der weitere 
Ablauf der Glykolyse durch Phosphorylierung von Glucose erméglicht 
wird. Diese Tatsache wird von den Autoren mit der starken Erhéhung 
der Uberlebensraten der Erythrocyten bei der Retransfusion von unter 
Nucleosidzusatz gelagerten Blutkonserven und ihrer besseren Lager- 
fahigkeit*14 in ursichlichem Zusammenhang gebracht. 

Wie unsere Versuche zeigen, wird durch Inosin vor allem die Fraktion 
der 2.3-DPG erhéht bzw. deren Abbau verzégert. Ferner wird der 
Einbau von *%P-Orthophosphat in diese Fraktion stark geférdert. 
Beide Befunde stehen in Einklang mit der vorgeschlagenen Reaktions- 
folge. Bemerkenswert ist jedoch, daf der *2P-Umsatz der energiereichen 
Phosphate ATP und ADP durch den Nucleosidzusatz kaum beeinfluBt 
wird. Die niedrige spezif. Aktivitit dieser Verbindungen, vor allem in 
der zweiten Halfte des Versuches beweist, da’ sie in diesem Zeitabschnitt 
nicht mehr am Stoffwechsel beteiligt sind. Die mégliche Umwandlung 
von 2.3-DPG iiber 1.3-DPG (Diphosphoglyceromutase) in ATP (Biicher’ 
sches Ferment) scheint in der bei 4° gelagerten Blutkonserve blockiert 
zu sein. Zum gleichen Ergebnis kommt auch Prankerd® mit Adenosin. 
Fiir eine Fermentblockade zwischen ATP und 2.3-DPG spricht ferner 
der Befund, da8 *?P-markierte ATP im Gegensatz zu Inosin bei Be- 
briiten mit hamolysiertem ACD-Blut keine radioaktive 2.3-DPG bildet?®. 
Die intakte Zellmembran ist fiir AT®?P nicht durchlissig. Andererseits 
fanden wir bei Bebriitung von hiamolysiertem ACD-Blut mit *P- 
markiertem Ribose-5-phosphat eine deutliche Bildung aktiver 2.3-DPG, 
wodurch der vorgeschlagene Mechanismus wesentlich gestiitzt wird. 
Auch Ribose-5-phosphat durchdringt die Erythrocytenmembran nicht 
und bleibt daher im nicht haémolysierten ACD-Blut ohne Wirkung?*. 

Die Frage nach dem Zusammenhang zwischen der Verlaingerung 
der Lebensfahigkeit der Erythrocyten und der Beeinflussung des 
Kohlenhydratstoffwechsels der Zelle durch Inosin und andere Nucleoside 
1a8t sich auf Grund unserer Ergebnisse vielleicht folgendermaBen deuten : 
Mit fortschreitender Lagerung kommt die Nachbildung der fiir den 
Ablauf der Glykolyse erforderlichen energiereichen Phosphate (ATP) 
zum Erliegen. Inosin fiihrt zu einer Neubildung von 2.3-DPG. Die 





15 B. W. Gabriou. F. M. Huennekens, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 18, 585 [1955]; F. M. Huennekens, E. Nurk u. B. W. Gabrio, J. biol. 
Chemistry 221, 971 [1956]. 

16 A. Hock u. G. Huber, unverdffentlicht. 
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Reaktion verlaiuft auf anaerobem Weg iiber den Pentosephosphat-Cyclus 
und das hierbei gebildete Glycerinaldehyd-3-phosphat. Weitere radio- 
aktive Zwischenprodukte des Cyclus (Seduheptulose-7-phosphat usw.) 
wurden nicht beobachtet, sie scheinen im Verlauf des Cyclus unmittelbar 
weiter umgesetzt zu werden. Die fiir diese Reaktionsfolgen erforderlichen 
Enzymsysteme scheinen in der ACD-Konserve bei 4° funktionsfahig zu 
sein. Da die Umwandlung der 2.3-DPG in ATP bzw. die weiteren glyko- 
lytischen Folgereaktionen offenbar blockiert sind, reichert sich die Ver- 
bindung an. Es wire denkbar, daB nach Aufhebung der Fermentblockade 
bei der Retransfusion die tiberschiissige 2.3-DPG wieder in ATP um- 
gewandelt werden kann, wodurch der Zelle energiereiche Phosphate zur 
Verfiigung gestellt werden. Unter diesem Gesichtspunkt kénnte die 
erhéhte Uberlebensrate der mit Nucleosiden konservierten Erythrocyten 
schlieBlich auf das Vorhandensein ausreichender Mengen 2.3-DPG als 
Depotsubstanz fiir energiereiche Phosphorsiureester zuriickgefiihrt 
werden. Hieriiber miissen weitere Versuche entscheiden. 

Fir die freundliche Uberlassung von Vergleichspraparaten (2.3-DPG und 


3-Phosphoglycerinséure) sind wir Herrn Prof. 8S. Rapoport sehr zu Dank ver- 
pflichtet. Frl. E. Wohlgemuth danken wir fiir fleiBige experimentelle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Der EinfluB von Inosin auf den Einbau von *?P-Orthophosphat 
in Phosphorsaureester von Erythrocyten (ATP, ADP und 2.3-DPG) 
wurde wahrend der Lagerung bei 4° in ACD-Lésung mittels papier- 
chromatographischer Analyse studiert. 

2. Wahrend ATP und ADP unter den Versuchsbedingungen am 
Phosphorstoffwechsel kaum beteiligt sind, wird durch Inosin Menge und 
spezifische Aktivitét der 2.3-DPG stark erhéht. Inosin greift demnach 
aktiv in den Kohlenhydratstoffwechsel der roten Zelle ein. 

3. Der Mechanismus des Nucleosideffektes sowie die méglichen 
Zusammenhinge mit der hohen Uberlebensrate der Erythrocyten, die 
bei der Retransfusion unter Inosinzusatz gelagerter Blutkonserven beob- 
achtet wurde, werden diskutiert. 


Summary 


The influence of inosine on the uptake of 3?P-orthophosphate by the 
ATP, ADP and 2.3-DPG of erythrocytes during storage at 4° in acid 
citrate dextrose solution has been investigated by means of paper 
chromatography. The **P-turnover of ATP and ADP is very slight 
while the proportion and specific activy of the 2.3-DPG are strongly 
increased indicating that inosine plays an active part in the carbohydrate 
metabolism of the red cells. The mechanism of the nucleoside effect is 
discussed in relation to the high post-transfusion survival of erythro- 
cytes cbserved with preserved blood containing inosine. 











Bd. 308 (1957) 


Uber Cholesterin-Tomatid 


Eine neue Molekiilverbindung zur Analyse 
und praparativen Gewinnung von Steroiden 


Von 
Gerhard Schulz* und Henrich Sander 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitit, Berlin-Dahlem 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1957) 


Im Verlauf unserer fermentativen Abbauversuche von Tomatin bei 
verschiedenen Lycopersicon-Arten war es notwendig, nach einem emp- 
findlichen und leicht zu handhabenden Bestimmungsverfahren fiir dieses 
Saponin zu suchen. Da Saponine haufig mit Steroiden in Athanol schwer- 
lésliche Molekiilverbindungen geben, untersuchten wir das Verhalten von 
Tomatin gegeniiber Cholesterin. Es ist bekannt, daB das Aglykon des 
Tomatins, das Tomatidin, mit Digitonin eine Fallung gibt!, und schon 
Windaus? hatte eine schwerlésliche Molekiilverbindung zwischen Chole- 
sterin und Solariin beschrieben, der wegen ihres schlechten Kristalli- 
sationsvermégens kein analytisches Interesse zukommt. 

Beim Zusammengeben der alkoholischen Lésungen von Tomatin 
und Cholesterin erhielten wir eine gut kristallisierende Molekilverbin- 
dung, die sich durch sehr geringe Léslichkeit auszeichnet*. Eine quanti- 
tative Fallung in alkoholischer Lésung ist jedoch erst zu erreichen, wenn 
eine Komponente im Uberschu8 angewendet wird (vgl. Tabb. 1 und 2). 


Fallung von Tomatin und Cholesterin 
bei verschiedenen Mol.-Verhaltnissen 


Tab. 1. Cholesterin-Konzentration konstant 
(20 mg Cholesterin/52 m/ Athanol). 








Chol.-Lsg.|Tom.-Lsg.|_ Mol.-Verh. | Athanol Tomatid (mg) o/ d. Th 
(1%), ml |(0,1%),ml| Chol/Tom ml ber. zef. Vee ae 
2 50 1,00: 1 _. 68,7 64,6 94,3 
2 40 1,25: 1 10 55,0 54,2 98,5 
2 30 1,66: 1 20 1,2 40,6 98,5 
2 20 2,50: 1 30 27,5 27,0 98,2 
2 10 5,00: 1 40 13,7 12,9 94,1 




















* Neue Anschrift: Dynamit A.G., Niirnberg, Kirchenweg 56. 

1 Th. D. Fontaine, J. S. Ard u. R. M. Ma, J. Amer. chem. Soc. 73, 878 
[1951]. 
2 A. Windaus, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 238 [1909]. 
3-H. Sander, Dissertat., Freie Universitat, Berlin 1956. 
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Tab. 2. Tomatin-Konzentration konstant 
(20 mg Tomatin/24 m/ Athanol). 














Chol.-Lsg.!Tom.-Lsg.} Mol.-Verh. | Athanol Tomatid (mg) °/ d. Th 
(1%), ml |(0,19%), ml} Chol/Tom ml ber. gef. Ora 
0,8 20 1,00: 1 3,2 27,5 25,9 94,2 
1,0 20 1,25: 1 3,0 27,5 27,1 98,6 
1,2 20 1,50: 1 2,8 27,5 27,2 98,9 
1,4 20 1,75: 1 2,6 27,5 27,2 98,9 
1,6 20 2,00: 1 2,4 27,5 27,5 100,0 
2,0 20 2,50: 1 2,0 27,5 27,4 99,7 
2,4 20 3,00: 1 1,6 27,5 27,4 99,7 
2,8 20 3,50: 1 1,2 27,5 28,2 102,5 
3,2 20 4,00: 1 0,8 27,5 27,3 99,3 
4,0 20 5,00: 1 — 27,5 27,8 101,1 














Aus Tab. 2 geht hervor, daB Tomatin oder auch Cholesterin bei 
den angegebenen Konzentrationen praktisch quantitativ zu fallen sind. 
Die Léslichkeit des Cholesterin-Tomatids macht sich dabei nicht be- 
merkbar, wihrend sie bei verdiinnteren Lésungen bereits spiirbar in 
Erscheinung tritt (vgl. Tab. 1). 

Tomatidin ]éBt sich unter diesen Bedingungen mit Cholesterin nicht 
fallen. Diese Methode kann daher zur Trennung von Tomatin und 
Tomatidin herangezogen werden. 

Die Léslichkeit des Cholesterin-Tomatids wurde nach Schén- 
heimer und Dam# bestimmt und mit der des Cholesterin-Digitonids 
verglichen (Tab. 3). 


Tab. 3. Léslichkeit von Cholesterin-Tomatid in verschiedenen Lésungsmitteln 
(mg/100 ml Lésungsmittel). 








SC cenbiniitel Chol.-Tomatid | Chol.-Digitonid 

ung' Temp. 20° nach I. ¢.4, 25° 
MEMNANGII wa ie RAs 4 SRS! oi 100 500 
AUHENGMADEONS venice tins % Gime Se oiuw 5G 70 90 
SENT) (0) <i a ee A 20 





AuBerdem haben wir durch Kochen in 96-proz. Athanol gesitt. 
Lésungen der beiden Molekiilverbindungen hergestellt und sie im Ther- 
mostaten bei den in Tab. 4 angegebenen Temperaturen im Laufe einer 
Woche auskristallisieren lassen. Dabei wurde eine etwas héhere Léslich- 
keit gefunden. 


Tab. 4. Léslichkeit von Cholesterin-Tomatid bei verschiedenen Temperaturen 
(mg/100 mi 96-proz. Athanol). 

















Molekilverbindung | —5° | +49 | +159 | +20° | +279 
Chol.-Tomatid. . . .. . 7,1 10,5 12,5 15,1 20,1 
Chol.-Digitonid .... . a 10,1 vs 17,2 


4 R. Schénh eimer u. H. Dan, diese Z. 215, 59 [1933]. 
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Das Cholesterin-Tomatid, das ein Molverhaltnis von 1:1 zeigt. 
kristallisiert in farblosen, kleinen Nadelchen und kann aus Methano! 
und Athanol umkristallisiert werden. Es ist unléslich in aliphatischen 
Kohlenwasserstoffen, Ather und Xylol und léslich in Pyridin und Di- 
methylformamid bei Zimmertemperatur. Die Probe nach Lieber. 
mann-Burchard auf Cholesterin ist positiv. Hamolytische Eigen- 
schaften besitzt die Molekiilverbindung nicht mehr. 

Die Spaltung des Cholesterin-Tomatids gelingt nur unbefriedigend 
durch Kochen in Xylol? und mit Pyridin/Ather*. Dagegen l4Bt sich dic 
Molekiilverbindung quantitativ zerlegen, wenn man sie in Dimethy]- 
formamid lést, wenig Eisessig zugibt und anschlieBend vorsichtig mit 
Ather und Wasser versetzt, wobei ein Ausfallen der Substanz vermieden 
werden mu8: Im Ather lést sich das Cholesterin, in der waBr. Phase 
befindet sich das essigsaure Tomatin. 


Neben Cholesterin haben wir eine Anzahl Steroide auf ihre Fallbarkeit mit 
Tomatin und Digitonin in alkoholischer Lésung qualitativ untersucht, indem wir 
jeweils e‘wa 1 mg Steroid in 0,6 ml Athanol heiB lésten und 1 ml einer 0,1-proz. 
Tomatinlésung bzw. einer 0,1-proz. Digitoninlésung zusetzten und anschlieBend 
zwei Wochen bei 3° aufbewahrten. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 5. 


Tab. 5. Fallung von Steroiden mit Tomatin bzw. Digitonin. 

















Steroid | Tomatin | Digitonin 
3 x-Amino- 4‘-androsten-ol-(17 8)... ........ a ++ 
3 2-Amino- 4‘-androsten-ol-(17 8)... ........ tL — 
3 £-Amino-androstan-ol-(17 8) ..........4.. —- os 
An@rostanigliG P5177). . 2... 6 et tt st ++ 
Androstan-diol-(8a.178) ......+6.2 essa ao _— 
A®-Androsten-diol-(3 8.178) ...... 2.6 ese aot soap 
17 £-Benzoxy- A®-androsten-ol-(3 8) .... . ft eee +++ +++ 
A®-Pregnen-ol-(3 £)-on-(20). . . . . a ae ee ft4+ +++ 
: $-Acetoxy-A®-pregnen-on-(20). . 2... 2... 2 wee — +++ 
3 B-Acetoxy-A*-16-pregnadien-on-(20) ......... ~~ — 
‘B 16. Pregnadien-ol-(3 8)-on-(20). . . aa +++ 4-4 
17-Caproyloxy- A>-pregnen-diol-(3 sa 17a)-¢ on- (: 20) i Hat bak ck _ — 
A*-Pregnen-diol-(3.20) . Pees 2) oes _ oh 
A*-Androsten-ol- 176}. on- -(20) eS eee ee — _— 
UIA oe es es Ress aus — +b 
16 «-Cyclohexylamino- A>-pregen-ol-(3 £)-on-(20) . . . . +++ +++ 
16-Benzylamino-20-benzylimino- A*-pregnenol-(3 8) . . . — wp 
— keine Fallung, + geringe Fallung, ++ stiirkere Fillung (nach 24 Stdn.), +++ sehr 


starke Fillung (sofort). 


Der Tabelle ist zu entnehmen, daB zwischen Tomatin und Digitonin 
nur geringfiigige Unterschiede bestehen, wobei die Steroide mit freier 
3$-Hydroxylgruppe auch vom Tomatin bevorzugt gefallt werden. 

Die meisten Bestimmungsmethoden fiir Cholesterin beruhen auf 
seinem Bindungsvermégen an Digitonin. Der Erfolg dieser Methoden 
haingt von der Qualitaét des Digitonin-Praparates ab, wie Sch6nheimer 
und Dam‘ durch vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen Pra- 
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paraten nachgewiesen haben. In jiingster Zeit berichten Ruhenstroth- 
Bauer und Breitenfeld® tiber die Herstellung eines hochgereinigten 
Digitonin-Priparates, das im Gegensatz zu den alteren keine Abhingig- 
keit der Digitonid-Fallung vom Uberschu8 an Fillungsreagens zeigt. 
Dieses Ergebnis kénnen wir fiir das Cholesterin-Tomatid bestitigen. 

Tomatin ist dem Digitonin in zwei Beziehungen iiberlegen: 1. Ist 
die Léslichkeit der Molekilverbindung in 96-proz. Athanol geringer, 
2. 14Bt es sich aus geeignetem Pflanzenmaterial® leicht gewinnen und 
rein darstellen. Diese Vorziige lassen es auch als Standardsubstanz fiir 
Saponinbestimmungen geeignet erscheinen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Fallung von Tomatin bei steigendem Uberschu8 von Chole- 
sterin (Tomatid-Konzen ration konstant) 

20 ml einer 0,1-proz. Tomatinlésung in 96-proz. Athanol werden auf 50—60° 
erwirmt und mit steigenden Mengen von 0,8 bis 4,0 m/ 1,0-proz. Lésung von 
Cholesterin in 96-proz. Athanol versetzt und das Gesamtvolumen mit 96-proz. 
Athanol auf jeweils 24 mi erganzt (Tab: 2). Man bewahrt die Fallung mindestens 
24 Stdn. bei 3° auf. Der Niederschlag wird im Frittentiegel gesammelt, mit 1 ml 
tomatidgesattigtem 96-proz. Athanol gewaschen, bei 90° getrocknet und aus- 
gewogen. 


2. Fallung von Tomatin bei steigendem UberschuB von Chole- 
sterin (Tomatid-Konzentration abnehmend) 

Mengen von je 50, 40, 30, 20 und 10 ml einer 0,1-proz. Lésung von Tomatin 
in 96-proz. Athanol werden mit dem gleichen Lésungsmittel zu 50 ml erginzt, 
auf 50 bis 60° erwirmt und jeweils mit 2 ml einer 1-proz. Cholesterin-Lésung in 
96-proz. Athanol versetzt. Kristallisation und gravimetrische Bestimmung wie 
oben. 


3. Versuch zur Fallung von Tomatidin 

31,3 mg Tomatidin wurden in 31 ml, desgleichen 46,4 mg Cholesterin in 5 ml 
96-proz. Athanol gelést, die erwarmten Lésungen zusammengegeben und bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Kein Niederschlag. 


4. Trennung von Tomatidin-Tomatin 

63,6 mg Tomatidin und 61.9 mg Tomatin werden in 50 m/ sowie 82,5 mg 
Cholesterin in 10 mi 96-proz. Athanol warm gelést und die beiden Lésungen 
vereinigt. Nach 1 Min. scheidet sich ein dichter weiBer Niederschlag ab, der nach 
12 Stdn. abgesaugt, mit 6 m/ Athanol gewaschen, getrocknet und gewogen wird. 
Ausb. 83,6 mg Cholesterin-Tomatid (95,6%). 


5. Léslichkeit von Cholesterin-Tomatid 


a) Zweimal aus Methanol umkristallisiertes Cholesterin-Tomatid wurde fein 
gepulvert und 24 Stdn. mit den in Tab. 3 angegebenen Lésungsmitteln geschiittelt. 
Der Eindampfungsriickstand von 100 mi der filtrierten Lésung wurde nach Trock- 
nung bei 90° gewogen. 

b) Durch 2stdg. Kochen der Molekiilverbindung in 96-proz. Athanol wurde 
eine gesattigte Losung hergestellt, aus der abgekiihlten Losung genau 100 ml 
abpipettiert und bei verschiedenen Temperaturen eine Woche stehengelassen. 
Zur Wagung kam der Eindampfungsriickstand der filtrierten Lésungen. 

5 G. Ruhenstroth-Bauer u. P. M. Breitenfeld, diese Z. 802, 111 [1955]. 

6 H. Sander, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 289/61, 308 [1956]. 
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6. Spaltung von Cholesterin-Tomatid 


50 mg Cholesterin-Tomatid werden in 10 m/ Dimethylformamid unter Er- 
warmen gelést, 2 ml Eisessig zugegeben und die Lésung auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt. Man setzt etwas Wasser zu, so daB die Lésung gerade noch klar bleibt, 
dann wird mit 40—50 ml Ather iiberschichtet und zur Unterphase nochmals 20 ml 
Wasser gegeben. Nach kraftigem Durchschiitteln wird noch dreimal mit Ather 
extrahiert. Aus der essigsauren Unterphase fallt man das Tomatin mit Ammoniak. 
Die vereinigten Atherlésungen werden mit Natriumhydrogencarbonat neutral ge- 
waschen, getrocknet und der Ather verdampft. Man erhalt als Riickstand 98 bis 
100° des berechneten Cholesterins. 


Wir danken Herrn Prof. Dr. H. Drawert fiir die Férderung unserer Arbeit. 
Der eine von uns (Sch.) méchte Herrn Prof. Drawert seinen besonderen Dank 
sagen fiir die ihm am Pflanzenphysiologischen Institut gewahrte Gastfreundschaft. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Molekiilverbindung zwischen Tomatin und Cholesterin 
beschrieben, die sich durch besondere Schwerldslichkeit in 96-proz. 
Athanol auszeichnet. Sie kann sowohl zur Bestimmung von Tomatin 
als auch von Cholesterin herangezogen werden. Tomatin und Tomatidin 
lassen sich tiber die Fallung mit Cholesterin trennen. AuBerdem wird 
die Fallbarkeit verschiedener Steroide mit Tomatin gepriift und die 
Verwendung von Tomatin an Stelle von Digitonin vorgeschlagen. 


Summary 


A molecular compound between tomatine and cholesterol is des- 
cribed. The compound, which is very sparingly soluble in 96 per cent 
alcohol, can be employed for the estimation of both tomatine and 
cholesterol. Tomatine and tomatidine can be separated by precipitation 
with cholesterol. The precipitation of a number of steroids with tomatine 
has been examined and the substance is proposed as an alternative 
precipitant to digitonin. 
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Die Wirkung des Reticulocyten-Hemmstoffes 
auf lésliche Succinodehydrase und DPNH-Cytochrom c- 
Reduktase 
Von 
C. Wagenknecht und S. Rapoport 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitit Berlin, 
(Direktor: Prof. Dr. S. Rapoport) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Februar 1957) 


In friheren Arbeiten wurde tiber einen Hemmstoff der Atmungs- 
kette in Kaninchen-Reticulocyten berichtet!?. Die Versuche iiber die 
Lokalisierung der Wirkung, die an sarkosomengebundenen Enzym- 
systemen aus Herzmuskel durchgefiihrt wurden, lieBen vermuten, daB 
der Ansatzpunkt des Hemmstoffes an der Kreuzung der Oxydations- 
wege von Succinat einerseits und DPNH andererseits zum Cyt.c liegt*. 
Dieser SchluB wurde gezogen, da die Reaktion zwischen DPNH und 
Farbstoffen (Diaphorase) nicht gehemmt wird, dagegen aber die Reak- 
tion zwischen DPNH und Cyt. ¢ ebenso wie die zwischen Succinat und 
Farbstoffen (SD). Es erschien fiir eine eindeutige und unmittelbare Be- 
stimmung des Wirkungsortes von RUH notwendig, Versuche mit iso- 
lierten und léslichen Teilsystemen der Atmungskette durchzufiihren. 
In vorliegender Arbeit wird iiber die Wirkung des RU-Hemmstoffes auf 
1. die isolierte und lésliche Succinodehydrase nach Singer und Kear- 
ney** und 2. auf die isolierte und lésliche DPNH-Cyt. c-Reduktase®-® 
berichtet. Beide Enzyme stellen Eisen-Flavin-Proteide dar. 


1 §. Rapoport u. W. Gerischer-Mothes, diese Z. 802, 167 [1955]. 

2 S. Rapoport u. Ch. Nieradt, diese Z. 302, 179 [1955]. 

3 E. B. Kearney u. T. P. Singer, J. biol. Chemistry 219, 963 [1956]. 

4 T. B. Singer, E. B. Kearney u. P. Bernath, J. biol. Chemistry 228, 
599 [1956]. 

5 H. Edelhoch, O. Hayaishi u. L. J. Teply, J. biol. Chemistry 197, 97 
[1952]. 

6 H. R. Mahler, N. K. Sarker, L. P. Vernon u. R. A. Alberty, J. biol. 
Chemistry 199, 585 [1952]. 

7L. P. Vernon, H. R. Mahler u. N. K. Sarker, J. biol. Chemistry 199, 
599 [1952]. 

8 H. R. Mahler u. D. G. Elowe, J. biol. Chemistry 210, 165 [1954]. 

* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: 


RUH = Reticulocyten-Hemmstoff der Atmungskette 
SD = Succinodehydrase 
HE = Herzenzym, ein Phosphatextrakt aus Rinderherz nach L. Smith und 


E. Stotz, J. biol. Chemistry 209, 819 [1954]. 
DPNH = reduziertes Diphosphopyridinnucleotid 
Cyt. = Cytochrom 
PMS = Phenazinmethosulfat 
DiCIPIP = Dichlorphenol-indophenol 
TRIS = Tris-hydroxymethyl-aminomethan. 
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Material und Methoden 


Fir die Versuche mit léslicher SD wurde ein Extrakt verwendet, der mit 
0,05-m. TRIS-Puffer von pH 8,9 bei 0° aus Acetonpulver von Rinderherz-Mito- 
chondrien hergestellt wurde. Dazu wurden jeweils 150 mg Acetonpulver mit 3 m/ 
Puffer 144 Min. homogenisiert, anschlieBend 30 Min. geriihrt und mit 21000 g 
10 Min. zentrifugiert. Die iiberstehende gelbliche Lésung enthalt SD, die zwar mit 
PMS, aber nicht mit den iiblichen Farbstoffen — wie Methylenblau und Dichlor- 
phenol-indophenol — und nicht mit Cyt.c reagiert. 

PMS wurde nach Kehrmann® und Hillemann!® synthetisiert. Das um- 
kristallisierte Praparat schmolz bei 154° (Lit.1° 155—157). Sein UV-Spektrum 
zeigte ein Maximum bei 393—394 my und ein Plateau bei 420—435 mu. 

Die manometrischen Messungen der léslichen Succinodehydrase wurden nach 
Singer und Kearney® im Warburg-Apparat mit 1,8 m/ Endvolumen in 0,06-m. 
Phosphat von pH 7,5 durchgefiihrt. Bei einigen Hemmstoffversuchen wurde 
Enzym mit RUH allein in dem Hauptraum vorinkubiert und, um gréBere Hem- 
mungen zu erzielen, Succinat mit PMS aus der Seitenbirne eingekippt. Im Hanpt- 
raum des Warburg-GefaBes befanden sich 0,2 mi Enzymlésung und RUH. 0,2 ml 
0,33-m. Kaliumsuccinat (pq 7,4) wurde entweder in den Hauptraum gegeben oder 
bei Vorinkubationsversuchen von der Seitenbirne zusammen mit dem Farb- 
stoff eingekippt. . 

Fir die lésliche Succinodehydrase entwickelten wir eine spektrophotome- 
trische MeBmethode zur Aktivitaétsbestimmung, die auf der Extinktionsabnahme 
von PMS bei 430 my beruht. Obwohl dieses System triage reagiert und Messungen 
erst nach 15 Min. gestattet, erwies es sich fiir die hier zu beschreibenden Versuche 
als gut brauchbar. Pro Ansatz wurden 0,1 m/ 0,33-m. Kaliumsuccinat vom py 7,4 
und 0,1 mg PMS in 1,5 ml 0,06-m. Phosphatpuffer von py 7,5 verwendet. Vor jeder 
Messung wurden die Ansétze 15 Min. mit N, durchperlt und mit Paraffin ab- 
gedeckt. Eine Enzymeinheit wird als Extinktionsabfall von 1,0/ml/Min. definiert. 

Die lésliche DPN-Cyt. c-Reduktase wurde hergestellt, indem gewaschene Mito- 
chondrien bei 43° mit 3 TIn. 10-, 15- oder 20-proz. Alkohol 15 Min. lang extrahiert 
wurden. AuBerdem wurden Alkoholextrakte aus Herzenzym benutzt. Pro An- 
satz wurden 0,07 ml DPNH-Lésung (350 y pro m/) und 1,5 ml Cyt.c-Lésung in 
0,03-m. TRIS-Puffer von py 8,6 verwendet. Die Messung erfolgte bei 550 my. 

RUH wurde aus reticulocytenreichem Blut von anaémischen Kaninchen ge- 
wonnen!, Eine teilweise Reinigung erfolgte durch Ammoniumsulfat-Trennung. Fiir 
die Versuche wurde eine Fraktion, die durch zweimalige Fallung bei Halbsattigung 
abgetrennt worden war, verwendet. 

RUH wurde stets anaerob und bei — 20° eingefroren aufbewahrt. 

Fiir vergleichende Messungen wurden manometrische und spektrophoto- 
metrische Versuche an sarkosomen-gebundenen Enzymsystemen durchgefiihrt!. 

Bei den spektrophotometrischen Versuchen wurden die Ansitze mit RUH 
bei 20° 45 Min. vorinkubiert. 


Ergebnisse 
A. Das Succinatsystem 
1. Die Hemmung im manometrischen Succinat-PMS- 
System 
Die Abb. 1 und 2 zeigen die Hemmbarkeit der léslichen Succino- 
dehydrase in typischen Beispielen. Die Kurven I lassen die Selbsthem- 
mung der SD nach 10—15 Min. erkennen, die nach Ansicht von Quastel 





® F. Kehrmann u. E. Havas, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 341 [1913]. 
10 H. Hillemann, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 34 [1938]. 
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und Wheatley™ und von Singer® durch die Bildung von Fumarat 
hervorgerufen wird. 

Die Kurven II zeigen die Aktivitiét der SD in Anwesenheit von 
0,02 ml RU-Hemmstoff. In beiden Versuchen tritt eine Hemmung von 
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Abb. 1. 
Abb. 1 und 2. SD-Hemmung (manometrisch). | | 
Enzym mit RUH 15 Min. bei 38° vorinku- 
biert, danach Succinat und PMS aus der Sei- 4 8 12 16 20 
tenbirne zugegeben. I: SD; II: SD + RUH; tp ae 
III: Hemmung in %. Abb. 2. 


etwa 50% auf. Bei einem Kontrollversuch mit sarkosomen-gebundener 
SD betrug die Hemmung mit 0,02 ml RUH 55%. Der Abfall der Hem- 
mung im Singerschen System wird méglicherweise durch entstehendes 
H,O, hervorgerufen und la8t sich mit einer oxydativen Inaktivierung 
des Hemmstoffes erkliren. 


2. Hemmung im spektrophotometrischen Succinat-PMS- 
System 


Auch spektrophotometrisch lieB sich die Hemmung der SD nach- 
weisen. In dem gezeigten Beispiel, Abb. 3, wurden 0,95 Einheiten fir 
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die ungehemmte und 0,53 fiir die glhemmte SD gemessen. Die Hemmung 
betrug 44%, entsprechend den Ergebnissen in einem parallel angesetzten 
manometrischen Versuch. 


11 J. H. Quastel u. A. H. M. Wheatley, Biochem. J. 25, 117 [1931]. 
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B. DPNH-System 


Die Resultate mit teilweise gereinigter DPNH-Cyt.c-Reduktase und 
mit Alkohol-Extrakten aus HE waren iibereinstimmend. Die Abb. 4 
und 5 zeigen die Aktivitaétskurven von 10- und 15-proz. Alkoholextrakten 
aus Mitochondrien. Die Hemmungen betrugen 40—42%. 


40 
/ 


rae @ rr 


<< 


15 30 45 60 75 15 75 135 
Sek. —— Sek —— 
Abb. 4 und 5. DPNH-Cyt.c-Reduktasehemmung. 10- (Abb. 4) bzw. 15-proz. 
(Abb. 5) Alkoholextrakte aus Mitochondrien mit RUH 45 Min. bei 20° vorinkubiert ; 
I: DPNH-Cyt.c-Reduktase; II: DPNH-Cyt.c-Reduktase + RUH. 
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Diskussion 


Aus den hier gezeigten Ergebnissen lassen sich folgende SchluB- 
folgerungen ziehen: 

1. Da SD-Systeme, in denen Cyt.c kein Reaktionspartner ist, durch 
RUH gehemmt werden, folgt, daB RUH auf Cyt.c nicht einwirkt. 

2. DaB zwar DPNH-Cyt.c-Reduktase, die Flavin und Eisen ent- 
halt, nicht aber die Diaphorase-Reaktion, bei der Flavin allein beteiligt 
ist, durch RUH gehemmt wird, zeigt, dafs Flavin nicht der Angriffs- 
punkt von RUH sein kann. 

3. Vielmehr ergibt sich, daB die Hemmwirkung sowohl auf das Eisen 
der SD als auch auf das der DPNH-Cyt.c-Reduktase ausgeiibt wird. 

4. Die Gleichartigkeit der Hemmung beider Eisen-Flavin-Enzyme 
1aBt auf den gleichartigen Charakter des Eisens schlieBen. RUH kann 
als Gruppenreagens fiir ein spezifisches Enzym-Eisen angesehen werden. 
Méglicherweise werden auch andere Eisen-Flavin-Enzyme gehemmt. 

5. Das Eisen der Flavin-Enzyme weist neben dem gemeinsamen 
Merkmal der RUH-Hemmbarkeit auch Unterschiede auf: So ist das 
Eisen in der DPNH-Cyt.c-Reduktase labil. Fiir Reaktionen mit Farb- 
stoffen (Diaphorase-Wirkung) ist die Eisenkomponente nicht notwendig. 
Im Gegensatz dazu ist das Eisen in der SD sehr fest gebunden und nur 
bei gleichzeitiger Denaturierung aus dem Enzym zu entfernen. Es ist 
fiir die Reaktion mit Farbstoff notwendig. 
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6. Die Tatsache, daB die Bindung des Eisens durch RUH eine 
Hemmung der Reaktionen mit sich bringt, 1a8t vermuten, daB ein 
Valenzwechsel am Eisen sowohl bei DPNH-Cyt.c-Reduktase als auch 
bei SD stattfindet. 

7. SchlieBlich 14Bt die Gleichartigkeit der Wirkungen von RUH 
auf lésliche und teilchengebundene Enzymsysteme und insbesondere 
auch auf den Gesamtkomplex der Succinatoxydase darauf schlieBen, 
daB die Verhaltnisse in Teilchen denen in Lésung entsprechen, und daB 
somit die in léslicher Form dargestellten Enzyme auf dem Hauptwege 
der Atmungskette liegen. 

Die dargelegten Beziehungen sind im folgenden Schema (Abb. 6) 
zusammengefaBt. Aus dem Schema wird ersichtlich: a) die Gleichartig- 


O, 


Cytochrom 


fartstoff(DiCLPIP) _ PFarbstott(PMS) 







Succinat 


Abb. 6. Reaktionsschema der Fe-Flavinenzyme und Angriffspunkt des RU- 
Hemmstoffes. 


keit der Eisenkomponenten, die als Verbindungsglieder (mehr oder 
minder direkt) zu Cytochromen dienen; b) der einheitliche Charakter 
der Wirkung von RUH; c) die verschiedene Festigkeit der Eisenbindung 
und d) die verschiedene Beteiligung des Eisens an den Farbstoffreak- 
tionen. 
Zusammenfassung 

Es wird die Wirkung des Reticulocyten-Hemmstoffs der Atmungs- 
kette auf lésliche Succinodehydrase und DPNH-Cytochromc-Reduk- 
tase untersucht. Der Wirkungsort ist das Eisen der Eisen-Flavin- 
Enzyme. 


Summary 


The action of the reticulocyte inhibitor of the respiratory chain on 
soluble succinodehydrase and DPNH-cytochrome c¢ reductase has been 
investigated and the inhibitor has been shown to act on the iron of the 
enzymes. 


Q* 
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Mikrobestimmung von Aceton und Acetessigséure im Blut 
mit Hilfe einer Modifikation der Acetessigsaurebestimmung 
von F, Bahner* 

Von 
M. Bohm und H. Zimmermann 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1957) 


Unter den vorhandenen Mikro-Methoden zur Bestimmung von 
Ketonk6rpern im Blut ist die von F. Bahner wohl die zuverlassigste. 
Die Methode beruht auf der Reaktion von Aceton mit alkalischer Salicy]- 
aldehydlésung zu dem roten Kaliumsalz des Disalicyliden-acetons. 

Der Bestimmungsgang ist kurz folgender: In das BodengeféB der Mikro- 
konvektionsapparatur? werden 0,1 m/ 1-proz. Natriumfluoridlésung und 0,1 m/ 
Vollblut pipettiert. Das Blut wird 10 Min. unter sanftem Stickstoffstrom ge- 
schiittelt, um das freie Aceton zu entfernen. Danach wird ein Tropfen 34-proz. 
Phosphorséure hinzugefiigt und das Bodengefi8 mit dem pilzférmigen Einsatz 
verschlossen. In diesem befinden sich 5 m/ kurz vor Gebrauch hergestellter alkali- 
scher Salicylaldehydlésung (3 ml Salicylaldehyd auf 100 ml mit 3-n. KOH auf- 
gefillt). Das BodengefaB8 wird im siedenden Wasserbad 2% Stdn. erhitzt, der 
Pilz aber durch Aufsetzen einer Kiihlkappe, durch die Wasser von 40° flieBt, auf 40° 
gehalten. Das aus der Acetessigsiure durch Phosphorsiure freigesetzte Aceton 
diffundiert in die Salicylaldehydlésung. 6 Stdn. nach dem Erhitzen wird die 
Reaktionslésung in 1,0-cm-Kiivetten pipettiert und bei 490 mu gegen Wasser im 
Photometer gemessen. Die Bestimmung wird nur in Stickstoff-Atmosphare und 
unter AusschluB des Tageslichtes ausgefiihrt. 

Bahner bestimmt nur die Acetessigsiiure, da nach seinen Erfah- 
rungen zu groBe Verluste an freiem Aceton auftreten. Mit Hilfe von 
einigen Modifikationen an den Apparaturen gelang es uns, 1. die Summe 
von freiem Aceton und Acetessigsiure (als Aceton), 2. das freie Aceton 
aus der Differenz von Aceton + Acetessigsiure und 3. Acetessigsiure 
mit dem von Bahner angegebenen mittleren Fehler von + 2%, bzw. bei 
niedrigen Konzentrationen mit der Genauigkeit von + 0,05 y Aceton 
zu bestimmen. Die Handhabung unserer Mikrokonvektions-Apparate 
und die Durchfiihrung der Mikrodiffusion erscheint uns einfacher als bei 
F. Bahner. Im folgenden werden die Anderungen im einzelnen be- 
sprochen. 


Anderungen der Apparate und Reagenzien 


Statt der von Bahner beschriebenen Mikrokonvektionsapparate verwenden 
wir Apparaturen, die aus einem NS20-Langschliff aus Jenaer Glas bestehen (Abb. 1). 








1 F. Bahner, Biochem. Z. 328, 318 [1952]. 
2 Chemie-Ing.-Tech. 25, 89 [1953]. 
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Die Hiilse (Abb. 1a) ist 2% cm hinter dem Schliff kugelférmig erweitert, so 
daB sie gut 5 mi Flissigkeit faBt. Die Verlangerung des Kerns (Abb. 1b) behalt 
ihre lichte Weite und wird nur 2,5 cm hinter dem Schliff um einen Winkel von 15° 
geneigt und nach einer Lange von 7,5 cm rund zugeschmolzen. Hiilse und Kern 
werden so zusammengesetzt, daB Kugel und abgewinkeltes Kernende nach unten 
zeigen. Oberhalb und unterhalb sind auf der Hiilse und dem Kern Haken ange- 
bracht, um durch Federn ein Lockern des Schliffes wahrend des Diffusions- 
vorganges zu vermeiden. 

Die Diffusion des Acetons aus dem Blut geschieht in einem zylinderférmigen 
Aluminiumblock (Abb. 2) von 20 cm und einer Hohe von 26 cm. Verteilt auf 
die Héhe des Blocks sind 32 Bohrungen in 4 Reihen angebracht, die im selben 
Winkel wie die Kerne gegen die Horizontale geneigt sind und einen Durchmesser 
haben, der 1—2 mm grofBer ist als der 4uBere Durchmesser der Kerne. AuBerdem 














Abb. 1. Mikrokonvek- 
tionsapparatur ; 
a) Hiilse, b) Kern. Abb. 2. Abb. 3. Abb. 4. 
Abb. 2. Aluminiumblock. 
Abb. 3. Holzkasten, in dem sich der Aluminiumblock befindet. 
Abb. 4. Stiander fiir die Mikrokonvektionsapparaturen. 

















besitzt der Aluminiumblock zur Erhitzung auf 100° in seiner Mitte eine senkrechte 
Bohrung, in die die 200-Watt-Heizpatrone H eingelassen ist, die iiber ein Relais 
mit Kontaktthermometer reguliert wird. Das Kontaktthermometer K befindet 
sich in einer zweiten Bohrung naher an der Peripherie des Blocks. Der Aluminium- 
block ist drehbar auf einen Dreifu8 aufgestellt und befindet sich in einem Holz- 
kasten von 50cm Breite, 50cm Lange und 45cm Héhe. An der Vorderseite 
(Abb. 3) ist ein kleines Schiebetiirchen angebracht, um die Apparaturen hinein- 
zusetzen bzw. herauszunehmen. Das Dach des Holzgehauses hat in der Mitte eine 
runde Offnung von etwa 18cmQ, damit Heizpatrone und Thermometer die 
Drehbewegungen des Blockes mitmachen kénnen. Das Innere des Gehauses wird 
iiber eine zweite mit Relais regulierte Heizung auf 40° konstant gehalten. 

Zum Absetzen der Apparaturen fertigten wir besondere mit Filz verkleidete 
Holzstander (Abb. 4) an, in deren Mulden die Schliffe gelegt und durch Federn 
gehalten werden. 

Nachdem wir anfanglich gewéhnlichen Stickstoff verwendet und nach Babner 
durch die Pyrogallol-KOH-Lésung geleitet hatten, nahmen wir spater Edel- 
stickstoff, ohne ihn zu waschen, mit dem gleich guten Ergebnis. Die Bereitung der 
luftfreien 3-n. KOH geschieht auf folgende Weise: 1,375 kg bidestilliertes Wasser 
werden am RiickfluBkihler in Stickstoffatmosphare 114 Stdn. gekocht, 250 ml 
davon abgenommen, der Inhalt einer Flasche mit 250 g KOH p.a. wird in dem 
restlichen Wasser gelést und nach dem Abkihlen 5 ml der Lésung mit 1-n. HCl 
titriert. Nachdem die iiber die verbrauchte Siuremenge x ermittelte Wassermenge 


_ 11204250 fe ,\ 
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zur Erreichung einer annahernd genau 3-n. KOH hinzugefiigt worden sind, wird 
die Lésung nochmals 3/, Stdn. in Stickstoffatmosphare gekocht. Die abgekiihlte 
Lauge wird unter Stickstoffatmosphare mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe in das 
VorratsgefaB gefiillt. 

Die Bestimmung wird in einem mit kiinstlichem Licht beleuchteten 24°+-0,5° 
warmen Raum, in dem sich auch das Photometer Elko II von Zeiss befindet, 
vorgenommen. Die Temperaturkonstanz wird erreicht durch die Regulierung eines 
Heizliifters ,,Astron 2000‘ mit einem Relais und Kontaktthermometer. Das Ein- 
fiillen der alkalischen Salicylaldehyd-Lésung in die Biirette wird durch Hoch- 
driicken und nicht durch Hochsaugen ausgefiihrt. Zu diesem Zweck wird der 
Stopfen des MeBkolbens durch einen Aufsatz, durch den vorher Stickstoff geleitet 
wurde, ausgewechselt (s. Abb. 5). Das Steigrohr wird iiber ein kleines Gummi- 
stiickchen mit der Biirette verbunden und durch das seitliche Rohr soviel Stickstoff 
eingeblasen, daB die Lésung gleichmaBig und langsam in die Biirette steigt. 

Entsprechend der Anzahl der Bestimmungen, 
" aurette die bei einem Versuch gemacht werden sollen, werden 
die Apparaturen einschlieBlich der Leerwerte vor- 
bereitet, indem 0,1 m/ 1-proz. NaF in die Kerne ge- 
fillt werden. Die Hiilsen werden dann nacheinander 
in einen Kunststoffbecher gestellt und 1% Min. mit 
Stickstoff durchstrémt. Hiernach laBt man die Sali- 
cylaldehyd-Lésung unter Stickstoffeinleitung lang- 
sam in die Hiilse tropfen. Hiilse und Kern werden 
vorsichtig zusammengesetzt und in dem Stander fest- 
geklemmt. 

Bei der jeweiligen Blutentnahme werden in den 
Kern 0,1 ml Blut pipettiert, die Mitte des Schliffes 

; ¥% cm breit mit Paraffin bestrichen und 1 Tropfen 
Phosphorsaure hinzugefiigt. Danach wird der Kern 
schnell in die unter Stickstoffatmosphare gehaltene 
ial ae ; Hiilse gesteckt, vorsichtig etwas gedreht, damit das 
Abb. 5. Einfillvorrichtung Paraffin sich gut verteilt, und die obere Feder be- 
fiir die alkalische Salicyl- festigt. Die von Babner beschriebene Stickstoff- 
ildehydlésung in die Bii- Einleitung unter 10 Min. langem Schiitteln unter- 
rette. bleibt - selbstverstandlich bei der Erfassung von 

freiem Aceton und Acetessigsaure. 

Nachdem die Blutentnahmen beendet sind, wird der obere Schliffrand der 
Kélbchen mit Paraffin bepinselt, die untere Feder befestigt und die Kerne 21% Stdn. 
im Aluminiumblock erhitzt. 

Nach dem Herausnehmen werden die unteren Federn entfernt und die K6lb- 
chen bis zum Photometrieren am nachsten Morgen in dem temperaturkonstanten 
Raum aufbewahrt. Das Offnen der Kélbchen mu8 so geschehen, daB das im Kern 
angesammelte Kondenswasser nicht in die Hiilse flieBt. 


Die Lésungen fiir die Eichkurve setzen wir nicht in der von Bihner an- 
gegebenen Weise an, sondern geben 1 mi Aceton p. a. in einen 1000-ml-MeBkolben, 
der bis kurz vor dem Hals mit dest. 20° warmem Wasser gefiillt ist. Man entnimmt 
das Aceton zu dieser Stammlésung der Acetonflasche, indem man die Pipette 
durch einen doppelt durchbohrten Stopfen in die Acetonflasche einfiihrt und durch 
die zweite Bohrung Stickstoff einblaBt, so daB das Aceton in die Pipette gedriickt 
wird. Die bis zur Marke gefiillte Pipette taucht man 1 cm tief in das Wasser des 
MeBkolbens ein, l4Bt auslaufen, driickt den Rest des Acetons mit Stickstoff heraus, 
wahrend man langsam die Pipette aus dem Wasser zieht, fiillt bis zur Marke mit 
Wasser auf, leitet Stickstoff dariiber, schlieBt den Kotben und schiittelt gut durch. 

Zur Herstellung der entsprechenden Verdiinnungen zwischen 0,8 und 8 »/ 
0,1 ml werden die entsprechenden Pipetten wie oben durch Hochdriicken der 
Stammlésung gefillt und die Lésung in die mit 20° warmem Wasser bis kurz vor 
dem Halsansatz gefiillten MeBkélbchen, wie beschrieben, einpipettiert, mit Wasser 
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bis zur Marke aufgefiillt, Stickstoff dariiber geleitet, verstépselt und gut ge- 
schiittelt. Stammlésung und Verdiinnungen miissen fiir jede Eichkurve bzw. jeden 
Tag frisch bereitet werden. Wir erzielten gut reproduzierbare Eichkurven. 

Der Faktor, mit dem die Extinktionswerte bei 24° multipliziert werden 
miissen, betragt 15,9 fiir die Messung am Photometer Elko II mit Filter 490 mu 
und Kiivetten von 1 cm Schichtlange. 


Zusammenfassung 


Durch Anderungen der Apparate, u.a.der Mikrokonvektions- 
Apparate, und durch Einfiihrung eines Aluminiumblocks zum Erwairmen 
wahrend der Mikrodiffusion wurde es méglich, Aceton neben Acetessig- 
sdure in 0,1 m/ Blut mit der von Bahner angegebenen Fehlerbreite zu 
bestimmen. 

Summary 


The method of Bahner for the micro-estimation of acetoacetic acid 
in blood has been modified to enable both acetone and acetoacetic acid 
to be determined in blood samples. The apparatus employed is described 
and details are given of the method, which shows the same degree of 
accuracy as the method of Bahner. 
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Uber die unspezifische Wirkung 
kationisch gelésten Insulins auf die Hefeatmung 
Von 
I. Berkes und P. Berkes 


Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultiét, Universitit Skopje, Jugoslawien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1957) 


Insulin hemmt bei Hefe die Vergirung von exogen zugesetzter 
Glucose bei pu 3,5, wie durch Bestimmung der unvergorenen Glucose}, 
der CO,-Entwicklung? und des Sauerstoffverbrauches* gezeigt wurde. 
Chlorid-, Phosphat-, Natrium-, Magnesium- und besonders Kalium- 
Ionen verringern diese Hemmung. Die entsprechenden Versuche wurden 
deshalb in ionenarmem Milieu ausgefiihrt und der pxu-Wert lediglich 
durch Zusatz von Salzsaure eingestellt. 

Um die enthemmende Ionenwirkung méglichst auszuschalten, er- 
mittelten wir in der vorliegenden Arbeit die Grenzkonzentration des 
Phosphatpuffers, bei welcher die durch die Hefeatmung entstehende 
pu-Verschiebung noch befriedigend gepuffert, die Hemmung durch 
Insulin aber noch kaum beeinfluBt wird. Die Hemmung wurde bei ver- 
schiedenen konstanten pu-Werten beobachtet und daraus eine Deutung 
des Effektes abgeleitet. 


Material und Methodik 


Hefe: Gewohnliche, kaufliche Backerhefe wurde nach der Vorschrift von 
Meyerhof* dreimal mit der zehnfachen Menge Wasser gewaschen, abgesaugt 
und 3—5 Stdn. bei 37° getrocknet. Auf diese Weise zubereitete Trockenhefe, die 
bei 5° gelagert wird, behalt ihre Garkraft etwa 14 Tage. Um die Atmung zu ver- 
stairken, wird die Hefesuspension vor dem Versuch anaerob gehalten>. Nach 
unseren Erfahrungen wird die Atmung durch Istdg. Aufbewahren unter Kohlen- 
dioxyd um iiber 40% verstarkt. 

Insulin: Verwendet wurden nicht weiter gereinigte Kristallinsuline folgender 
Firmen: Prolek, Beograd, 20 I. E./mg; Pliva, Zagreb, 20 I. E./mg; Burroughs 
Wellcome & Co., London, Crystalline Insulin I. Z. 8., AN. 63082, 23,06 I. E./mg; 
Duphar,N. V. Philips-Roxane, Weesp, Holland (OW 12100 F2) 24,5 I. E./mg; 
N. V. Organon, Oss, Holland, Rinder Insulin I 361, 23,8 I. E./mg; E. Lilly 
& Co., Indianapolis, USA, Pork Insulin-glucagonfrei, 25 I. E./mg. 

Puffer: Alle Pufferlésungen wurden mit 0,1-m.NaH,PO, und 0,l-m.H,PO, 
hergestellt. Das Einstellen der py-Werte erfolgte durch Zugabe von 0,1-m.H,PO,. 
1 T. BerkeS u. P. BerkeS, Bull. Soc. chim. Beograd 21, 105 [1956]. 

2 P. BerkeS, Dissertat. 1957, Pharmazeut. Fakultaét, Beograd. 
3 P. BerkeS u. I. BerkeS, Acta Fac. Med. Scupensis 4 [1957], im Druck. 
4 O. Meyerhof u. S. Fiala, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 6, 1 
[1950]. 
5 T. G. Brady, University College, Cork, Irland; Privatmitteilung. 
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Die Zellatmung wurde in einem Warburg-Apparat bei 30° verfolgt. Die Er- 
gebnisse sind als Qo, = verbrauchte yl Sauerstoff/Stunde und mg Hefetrocken- 
substanz angegeben. 


Ergebnisse 


Um diejenige Phosphatkonzentration zu ermitteln, die einmal ge- 
niigende pu-Konstanz gewahrleistet, zum andern die Insulinhemmung 
noch nicht stért, wurde die Zellatmung von Hefe zuniachst in Phosphat- 
puffern verschiedener Konzentrationen bei verschiedenen py-Werten 


verfolgt (Abb. 1). 
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Abb. 1. Einflu8 des pq-Wertes und der molaren Phosphatkonzentration (siehe 
Zahlenwerte an den Kurven) auf die durch Insulin ausgeléste Atmungshemmung 
bei Hefe. 


0,5 ml Hefesuspension in 0,02-m. Phosphatpuffer (Praparat nach Meyerhof, 5 mg 

Trockenriickstand entsprechend); 1 ml 0,11-m.waBr. Glucoselésung; 1 m/ Insulin 

Prolek in Phosphatpuffer gelést (30 mg%) oder dieselbe Pufferlésung allein als 

Kontrolle. Die py-Werte wurden nach Ablauf der Versuche gemessen. Temp. 30°; 

60 Min. ; Schiittelfrequenz 110/Min. unter Luft. Im Mittelteil des Warburg-GefaBes 

befanden sich 0,15 mi 10-proz. Kalilauge. Die endogene Atmung wurde nicht 
beriicksichtigt. 


Abb. 2. Einflu8 der Insulinkonzentration auf die Zellatmung der Backerhefe bei 
pu 2,5; Versuchsbedingungen wie bei Abb. 1. 1: ohne Insulin; 2, 3, 4: 1,5, 3, 12 mg 
Insulin/100 ml. 


Wie Abb. 2 zeigt, ist die Atmungshemmung von der Insulin 
konzentration abhangig. 

Die einzelnen Insulinpriparate iibten einen verschiedenen Einflu& 
auf die Zellatmung aus. Die Insuline mit niedrigerer physiologischer 
Aktivitaét (20 I. E./mg) wirkten etwa viermal starker hemmend als die 
aktiveren Praparate tiber 23 I. E./mg (Abb. 3). Wenn man die Atmungs- 
hemmung als Funktion der Insulinkonzentration aufzeichnet, entsteht 
eine Kurve, die sich dem Sattigungsgrad der insulinempfindlichen Hefe- 
oberflaiche asymptotisch nahert (Abb. 3). 
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Ein Unterschied in der Atmungshemmung zwischen glueagonfreiem 
Insulin (Lilly) und den anderen aktiveren Insulinen besteht nicht. 
Spuren von Glucagon kénnen deshalb nicht fiir den Effekt verant- 
wortlich sein. Protamin (Wellcome), Serumalbumin, Eieralbumin und 
Glucagon (Lilly) hemmen die Zellatmung .der Backerhefe ebenfalls, 
jedoch schwacher als Insulin. Zusammenhinge zwischen Molekular- 
gewicht, Konzentration und Hemmung wurde noch nicht gefunden. 
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Abb. 3. Abhangigkeit der Atmungshemmung von der Insulinkonzentration. Ver- 
suchsbedingungen wie bei Abb. 1. 

Die nicht eingeklammerten Abszissenwerte beziehen sich auf Insulin Pliva oder 

Prolek, die eingeklammerten auf Insulin Philips, Wellcome oder Organon. 
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Diskussion 


Obwohl die Saccharomyceten optimale Atmung zwischen py 4—5 
zeigen, konnten die Versuche auch bei kleineren pu-Werten durch- 
gefiihrt werden, wodurch die Léslichkeit des Insulins erhéht wurde. 
Die Intensitaét der Atmungshemmung vergr6Bert sich auffallend zwischen 
pu 3—2,5 (Abb. 1). Fir diese Wirkungssteigerung machen wir das ver- 
mehrte Auftreten von Insulin-Kationen verantwortlich, da das Insulin- 
molekiil in diesem Bereich dissoziiert®-*, wobei Phosphationen die Dis- 
soziation begiinstigen. 

Die Hemmung wurde an einer gleichmabig atmenden Hefe gemessen. 
Der Insulinzusatz bewirkt zwar eine Verlangsamung des Sauerstoffver- 
brauches (Abb. 2), die Erhéhung der Insulinkonzentration kann jedoch 
keinen Atmungsstillstand hervorrufen. Die Hemmung ist bei Hefen ver- 
schiedenen Ursprungs nie hodher als 90°, auch wenn die endogene 
Atmung in Rechnung gezogen wird. Sie ist von der Insulinkonzentration 
abhangig und erreicht einen Maximalwert (Abb. 3). Die entsprechende 

6 E. Fredericq, J. polymer. Sci. 12, 287 [1954]. 

7 EK. Fredericq u. H. Neurath, J. Amer. chem. Soc. 72, 2684 [1950]. 
8 E. Fredericq, Nature [London] 171, 570 [1953]. 





Bd. 





Ko! 
lich 


Atn 
Hef 
her’ 
eine 
tive 
bzw 
bral 
die 


ver 


lauf 
Her 
nich 
nosi 
beri 


verv 
im . 
Ver! 
wirk 
klan 
zah] 
Kris 
para 
Pray 
die | 
freie 
bind 


non, 
herzl 


Mita 


Pho: 
trati 








Bd. 308 (1957) | Uber die Wirkung von Insulin auf die Hefeatmung 139 


Konzentration geniigt demnach zur Absattigung eines insulinemptind- 
lichen Acceptors. 

Aus allen diesen Befunden wird wahrscheinlich, daB es sich bei der 
Atmungshemmung um einen ProzeB an der Membranoberfliche der 
Hefezellen handelt. Ein ahnlicher Effekt liegt in der durch das Uranylion 
hervorgerufenen Hemmung des Hefestoffwechsels vor®?°, welche als 
eine Oberflichenblockade gedeutet wurde. Wenn somit Insulin den ak- 
tiven Transport der exogenen Glucose durch die Zellwand verhindert 
bzw. bei ansteigender Konzentration den empfindlichen Teil der Mem- 
branoberflache ,,sattigt‘‘, kann der gehemmte Glucosetransport durch 
die Membran als langsamster TeilprozeB eine Herabsetzung der Atmung 
verursachen. 

Fiir diese Auffassung sprechen noch weitere Befunde: Wie vor- 
laufige Versuche gezeigt haben, vermindert das Zerreiben der Hefe den 
Hemmungseffekt, Dinitrophenol kann durch Insulin inhibie:te Hefe 
nicht mehr zur Atinung stimulieren, und schlieBlich wird durch Ade- 
nosintriphosphat der Hemmungseffekt beeinfluBt, woriiber wir spiter 
berichten werden. 

Kine spezifische Wirkung des Insulins ist auszuschlieBen, da die 
verwendeten Konzentrationen das 4000fache der Insulinkonzentration 
im Blute darstellen (wenn diese Werte iiberhaupt vergleichbar sind). 
Vermutlich ist im vorliegenden Falle das Insulin nur als Protein-Kation 
wirksam. Damit stehen die Versuche mit anderen Eiweifstoffen in Ein- 
klang. Demnach wire die durch die Dissoziation entstehende Teilchen- 
zahl fiir die Hemmwirkung maBgebend. Die Papierchromatographie der 
Kristallinsuline! hat auBerdem gezeigt, daB die schwacher aktiven Pra- 
parate (Prolek und Pliva) eine Komponente aufweisen, welche reinere 
Praparate nur in Spuren enthalten. Doch kann diese Komponente fiir 
die Hemmwirkung nicht verantwortlich sein, da reines und glucagon- 
freies Insulin die Atmung der Hefezellen in gleichem AusmaBe unter- 
bindet. 

An dieser Stelle sei den Firmen Eli Lilly, Burroughs Wellcome, Orga- 
non, Pliva und Prolek fiir die unentgeltlich tiberlassenen Insulinpraparate 
herzlich gedankt. 


Fraulein M. Naumova und Fraulein S. Jordanova sind wir fiir technische 
Mitarbeit zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die Hemmung der Hefezellen-Atmung durch Insulin wird unter 
Phosphatpuffern bei px 2,5 untersucht. Sie ist von der Insulinkonzen- 
tration und der Aktivitat der verwendeten Insulinpraparate abhangig. 


® A. Rothstein, Symposia, Soc. exp. Biol. 8, 165 [1954]. 
10 A, Rothstein u. C. Demis, Arch. Biochem. Biophysics 44, 18 [1953]. 
11 Pp. BerkeS u. I. BerkeS, Biochem. Z. 328, 361 [1956]. 
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Eine ahnliche, jedoch schwachere Wirkung wird von verschiedenen 
anderen Proteinen ausgeiibt. Die Hemmung wird durch einen unspezi- 
fischen Oberflacheneffekt erklart. 


Summary 


The inhibition of yeast cell respiration by insulin has been inves- 
tigated in phosphate buffers at py 2.5. The inhibition depends on the 
insulin concentration and on the activity of the insulin preparations 
employed. A similar but weaker effect is exerted by certain other 
proteins. The inhibition is assumed to be due to a non-specific surface 
effect. 
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Die Bestimmung von Adenosinpolyphosphaten 
im Gehirn von Mausen 
Von 
F. Leuschner und C.-J. Estler 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Erlangen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1957) 


Die getrennte Bestimmung der Adenosinpolyphosphate* gelingt mit 
verschiedenen Methoden. Neben chemischen Verfahren, denen die Auf- 
trennung der Adenosinpolyphosphate durch fraktionierte Fallung, 
Papierchromatographie oder Ionenaustausch vorausgeht, haben in den 
letzten Jahren enzymatische Methoden an Bedeutung gewonnen. Sie 
zeichnen sich durch Empfindlichkeit und Spezifitaét aus. Zur Anwendung 
in biologischem Material bediirfen sie in der Regel einer sorgfaltigen 
Kontrolle zum Schutz gegen stérende Substanzen und zur Priifung der 
Empfindlichkeit (zusammenfassender Uberblick bei Weil-Malherbe!). 

In dieser Arbeit werden zwei Methoden beschrieben, die sich bei 
der Erfassung von ATP und ADP im Gehirn von Mausen bewahrt haben. 
Die Verfahren stiitzen sich auf Beobachtungen, nach denen die enzy- 
matische Acetylierung von CoA ATP-abhangig ist?°. Das aktivierte 
Acetat wird zur quantitativen Erfassung unter Beteiligung eines Hilfs- 
enzyms (Acetylase) auf Cholin tibertragen. Nach Jones*5, Berg® und 
Feldberg und Mann? 1aBt sich der Reaktionsablauf folgendermaBen 
formulieren: 

Acetat-thiokinase 
ATP + Acetat + CoaA—-SH ==. AcetyI—S—CoA + AMP + PP 
Acetyl—S—CoA + Cholin _Cholin-acetylase CoA __SH + Acetylcholin 


Die isolierte Bestimmung von ATP wird im gewaschenen Gehirn- 
extrakt mit den an der Acetylcholinsynthese beteiligten, gereinigten 
Fermenten vorgenommen. Zur getrennten Erfassung von ADP und ATP 


* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: ATP = Adenosin-5’-triphos- 
phorsiure, ADP = Adenosin-5’-diphosphorsiure, AMP = Adenosin-5’-mono- 
phosphorsaéure, CoA bzw. CoA—SH = Coenzym A, PP = Pyrophosphat. 

1H. Weil-Malherbe in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch d. physio- 
logisch- u. pathologisch-chemischen Analyse, Bd. I, 497 (Springer-Verlag, Heidel- 
berg 1955). 

2 D. Nachmansohn u. A. L. Machado, J. Neurophysiol. 6, 397 [1943]. 

3 W. Feldberg u. T. Mann, J. Physiology 104, 8 [1945/46]. 

4M.E. Jones, 8. Black, R.M. Flynn u. F.Lipmann, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 12, 141 [1953]. 

5 M. E. Jones, H. Hilz u. F. Lynen, J. Amer. chem. Soc. 75, 3285 [1953]. 

6 P. Berg, J. Amer. chem. Soc. 77, 3163 [1953]. 
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eignet sich ein Differentialverfahren unter Erganzung dieser gereinigte 


Fermente durch Myokinase. Vorteilhafter erwies sich in wiseren Ve. 
suchen, beide Adenosinphosphate papierchromatographiscli aufzutre,. 
nen und anschlieBend mit einem rohen Hirnenzymsystem iach Fe}(. 


berg und Mann® zu bestimmen. (Ein chemisches Kriterium versa, 
2 . . ° e © 
wegen der ungeniigenden Reinheit der papierchromatographisch 


Fraktionen.) Von dem einfach zu priparierenden Hirnenzymsystef 


kann ATP und ADP — nach Disproportionierung in ATP und AMP 
zur Acetylcholinbildung verwertet werden. 
Acetyleholin wird am Riickenmuskel des Blutegels bestimmt. 


Methodik 

Substanzen 
Acetat-thiokinase wird nach Beinert’ prapariert. In unseren Untersuchung 
war der N-Gehalt der Enzymlésung auf etwa 0,9 mg N/m eingestellt. Die na 
Kumagei und Ebashi® gereinigte Cholin-acetylase aus Meerschweinchenhi: 
erwies sich wesentlich aktiver als analoge Praparate aus Schweine- oder Rinderhir 


(Abb. 1, Kurve 1 und 2). Die Ursache liegt zum Teil in der langwierigen Gewinnu; 


£5. ———-—“——_— —3 





Abb. 1. Abhangigkeit der Acetylcholinsynthese va 
der ATP- bzw. ADP-Konzentration bei Verwendw; 
verschiedener Enzymsysteme. 1 + 2 Verfahren |, 
3 + 4 Verfahren 2. 1 Cholin-acetylase aus Mee 
schweinchenhirn, 2 Cholin-acetylase aus Rinderhin. 
3 +4 Rinderhirn-Enzymsystem nach Feldber; 
und Mann‘®. : 

Ordinate: Acetylcholinsynthese in Mol 4: 

satz. 


001-4 —— Abszisse: uMol ATP bzw. ADP/Ansatz. 





des Gehirns von Schlachttieren. Der N-Gehalt der Cholin-acetylase aus Met 
schweinchenhirn betrug 1,6 mg/ml Fermentlosung. Fir die ADP/ATP- Bestimmuz 
wird ein Rinderhirn-Enzymsystem nach Feldberg und Mann? verwendet. De 
Enzymlésungen sind bei —14° mindestens 4 Wochen haltbar. 

ATP (Pabst Laboratories, Milwaukee, Wis.), 80-proz., und ADP (Th 
Schuchardt, Miinchen) werden papierchromatographisch nach Burrow 

7 H. Beinert. B. E. Green, P. Hele, H. Hift, R. W. v. Korff uC! 
Ramakrishnan, J. biol. Chemistry 208, 35 [1953]. 

* H. Kumagei u. S. Ebashi, Nature [London] 1738, 871 [1954]. , 

* §. Burrows, F.S.M. Grylls u. J.S8. Harrison, Nature [London] Ii 
800 [1952]. 
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fab. 1, B) gereinigt und die ATP- bzw. ADP-Konzentration auf Grund des 
pehaltes der Chromatogrammflecke ermittelt. Die P-Bestimmung in den mit 
H,SO,/HCIO, verase ‘hten Papierflecken erfolgt nach Berenblum und Chain!?®. 

Zur Papi re ee werden die in Tab. 1 genannten Loésungsmittel- 
vemische verwendet 


Tab. 1. Losungsmittelgemische zur papierchromatographischen Trennung von 


AMP, ADP und ATP. 











pcan aE, 
lsopropy lather: 90-proz. waBr. aufsteigend, zum Waschen des Ge- 
4 | Ameisensdure (9:6)! hirnextraktes fiir die ATP- und 
ADP- Bestimmung. 
“| Aceton: 15-proz. waBr. Trichlor- aufsteigend, zur Trennung von AMP. 
B od essigsiure (65:35) ADP und ATP. 
| n-Propylalkohol: 25-proz. waBr. absteigend, zur Trennung von AMP, 
| ae Wasser ADP und ATP. 
ai (240: 120:40)!! 





Praparation des Mausehirnextraktes 

Die weiBen Mause werden in fliissigem O, eingefroren. Zur Beschleunigung 
dieses Abkithlverfahrens wird nach etwa 8 Sek. der Schadel medial gespalten. 
Damit laBt sich die Abkithlungszeit (von 37° auf 0°, gemessen mit in den Schadel 
yentral eingefiihrtem Thermoelement) von 25 Sek. auf 12 Sek. ohne merkliche 
Dekapitationsschaden abkiirzen. 0,1 bis 0.4 g Hirngewebe werden in einer ein- 
gewogenen Menge eisgekiihlter 10-proz. Trichloressigsaure nach Potter-Elvehjem 
homogenisiert und hochtourig abzentrifugiert. Der iiberstehende Gehirnextrakt 
muS zur biologischen Bestimmung von Trichloressigsaure und den im Gehirn ent- 
haltenen geringen Mengen Acetylcholin befreit werden. Dazu werden 100 mm 
Gehirnextrakt auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b aufgetragen, 2—4 Stdn. im 
Lisungsmittelgemisch A (Tab. 1) aufsteigend gewaschen und anschlieBend im 
kalten Luftstrom getrocknet. Die Adenosinpolyphosphate bleiben an der Auf- 
tropfstelle zuriick. Die zerkleinerten Papierflecke eignen sich unmittelbar zur 
ATP-Bestimmung. 

l. Methode zur Bestimmung von ATP mit gereinigten 


-Enzymen 


Der Ansatz zur biologischen ATP- Bestimmung setzt sich zusammen 
aus Cystein, MgCl,, Cholinchlorid, Natriumacetat. CoA, Cholin-acetylase, 
Acetat-thiokinase und ATP. Gesamtvolumen 1.7 m/, davon 1 ml m 30- 
Phosphat-Puffer, pu 7.4. Wie aus Tab. 2 zu entnehmen ist, eriibrigt 
sich durch das Fehlen von Adenosintriphosphatase und Cholinesterase 
ein Zusatz von Hemmsubstanzen. Auch eine geringfiigige Schwankung 
der CoA-Konzentration laBt keine Stérungen erwarten. denn die Reak- 
tionsteiinehmer — auBer ATP — sind im Uberschu8 vorhanden. Zu 
einer unmittelbaren Acetylierung des CoA aus Brenztraubensiure oder 
(itronensiiure ist der Enzymansatz in diesem Konzentrationsbereich 
hicht in der Lage (Tab. 2). 


sik Berenblum u. E.Chain, Biochem. J. 32, 295 [1938]. 

' LV. Eggleston u. R. Hems, Biochem. J. 52, 156 [1952]; modifiziert 
yon A. Fleckenstein u. J. Janke, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
$58, 177 (1953). 
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0,1 wMol ATP. ee ee Oe 0,049 
0,1 wMol ATP + 0,05 ml 5-proz. Eserinsulfat 0,048 
0,1 uMol ATP + 10 «Mol MgCl, . 0,046 
0,1 uMol ATP = 0 03 uMol CoA. 0,048 
0,1 «Mol ATP — 30 uMol NaF : 0,048 
0,1 «Mol ATP + 0,1 «Mol Bre nztraubensiure . 0,045 
0,1 uMol ATP + 0,3 «Mol Citronensaure 0,050 
0,4 uMol ADP. 0,002 


Jeder Untersuchungsreihe wird eine Probe mit Standard-ATP: 
gefiigt und in gleicher Weise behandelt. Sie dient als Konirolle, d 
die Enzyme schwanken in ihrer Aktivitaét von Praparat zu Pripar 

Der Ansatz wird bei 37° 60 Min. inkubiert. Die Unterbrechung : 
Reaktion erfolgt durch Zusatz von 0,25 ml n/3-HCl. Die 
des gebildeten Acetylcholins wird am Riickenmuskel des Blutegels 1 
Fiihner!? (Vorbereitung der Proben nach Feldberg und Mann‘); 
genommen. Die Blutegelpraparate werden so angefertigt und belas 
da 0,01 ug Acetylcholin/10 ml Badfliissigkeit eine Kontraktion | 
etwa 10mm Hohe auslést. Die Fehlerbreite betrug unter diesen | 
dingungen bei 0.02 ug Acetylcholin + 0,002 ug. Gelegentlich kann: 
ungeeignetes Muskelpraparat beobachtet werden. In Abb. | ist die} 
hingigkeit der Acetylcholinsynthese von der ATP-Konzentration 
getragen. Der mittlere quadratische Fehler des Einzelwertes betrug 
dieser Untersuchungsreihe bei 0,04 «Mol ATP/Ansatz + 6°,. 

Um die Spezifitat der ATP-Bestimmung zu priifen, wurden die | 
hirnextrakte nach << oe und Hems! (Tab. 1, C) baw. Burr 
und Mitarbb.® (Tab. 1, B) papierchromatographisch aufgetrennt 
zogen. Das Ergebnis zeigt Abb. 2. Lediglich der ATP-Fleck und 
hingige Schleifspuren erméglichten die Acetylcholinbildung. Der 4! 
Fleck erwies sich als unwirksam. ADP, das aus einem Handelsprapi 
papierchromatographisch abgetrennt worden war, verhielt sich a 
(Tab. 2). 

In Tab. 3 sind die Ergebnisse von Normalmausen aufgefiihrt. Int4 
essant ist der Vergleich mit jenen ATP-Konzentrationen, die nach ‘ 
papiere hromatographischen Verfahren!! am Mausehirn erhalten wut 


12H, Fiihner, zusammenfassende Darstellung bei L. Ther, Pharm 


logische Methoden zur Auffindung von Arzneimitteln und Giften und Analyse 
Wirkungsweise, (Wissenschaftliche Verlagsgesellschafi m. b. H., Stuttgart 1M 


Sestimni, 


die Papiere i ache der enzymatischen ATP- Bestimmung wi? 





ansatzes. Ansatz: 10 uMol Cystein pu 7; 2 uMol MgCl,, 30 «Mol ¢ 
6 uMol Natriumacetat, 0,06 wMol CoA, 0,1 ml Cholin-acetylase, 0.) ml Ace! 
thiokinase, | m/ m/30-Phosphatpuffer py 7,4. 60 Min. bei 37°, 
Acetylehvin- 
Zusitze synthe. * 
“Mol/An-atz 
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{us dem P-Gehalt dieser papierchromatographisch abgetrennten Frak- 
tionen JaBt sich eine ATP-Konzentration berechnen, die im Mittel 
, - 6) 76°, hoher liegt als die biologisch erfaBhare. 


a | 


‘aa 





100 nh P 





Start —— Wanderungsrichtung 
pe Entfernung des Substanzfleckes vom Startpunkt 100 
Const Entfernung des ATP (als Vergleichssubstanz) vom Startpunkt * 
Abb. 2. Chromatogrammpuuse, aus der die Lage der Adenosinpolyphosphate nach 
Auftrennung (Tab. 1, B) hervorgeht. Analysenlésung: Mausehirnextrakt. Zum 
Vergleich ist die Acetylcholinbildung aufgetragen (Ansatz siehe Tab. 2). 


Ordinate: Acetylcholinsynthese in ~Mol/Ancatz. 


Tab. 3. ATP-Gehalt im Gehirn von normalen Mausen. 

















ATP-Gehalt in «Mol/g Mausegehirn 

—" (Feuchtgewicht) 

—_ Verfahren 2 | Verfahren 1 

1 0,52 — 

2 0,68 

3 0,57 

4 0,58 O58 

5 0.53 0,56 

6 0.63 0.54 

7 0,83 0,74 

8 0,62 0,62 

| M=0,63 | M-- 061 


2. Methode fiir die getrennte Bestimmung von ADP 
und ATP mit einem Hirnenzymsystem’ 

Der gewaschene Gehirnextrakt wird papierchromatographisch auf- 
getrennt® (Tab. 1, B). Nach Trocknung werden die Papiere mit 20 m/ 
Aceton gewaschen. Die Sichtbarmachung der Substanzflecke gelingt 
durch UV-Photographie (unter Verwendung einer Hg-Niederdruckréhre 
und Agfa-Copex-Papier). Die ATP- bzw. ADP-enthaltenden Papier- 
flecke eignen sich nech Zerkleinerung unmittelbar zur enzymatischen 
Bestimmung. Der Fermentansatz setzt sich zusammen aus Cholin- 
chlorid (4.7 wMol), KCI (20 uMol), NaF (18 pMol), Natriumacetat 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f, physiol. Chemie, 308 10 











146 Adenosinpoly phosphate im Gehirn von Mausen Bu. 308 (1957 


(3 «Mol), Natriumcitrat (9 wMol), ATP (0,01—0,2 wMol) bzw. Ap) 
(0,03—0,6 Mol), 0,025 ml 0,5-proz. wiBr. Eserimsulfat und 0.6; 
Rinderhirnenzymsystem. Das Gesamtvolumen betragt 0,8 inl. Ink 
bation 60 Min. bei 37°. Die weitere Handhabung und. Bestiiimung «. 
Acetylcholins erfolgt wie bei der ATP-Bestimmung. Die Fermentak 
vitiit erstreckt sich auch bei diesem Verfahren nur auf jene Chromat 
gramm{flecke, die mit ATP bzw. ADP identisch sind. Der ATP-Gel; 
zeigt gute Ubereinstimmung mit den Resultaten, die mit hochyereinigt 
Fermenten am Gehirnextrakt gefunden werden konnten (Tab. 3). 


Zusammenfassung 


Fiir die Bestimmung von Adenosintriphosphorsiure (ATP) und Ad 
nosindiphosphorsiiure (ADP) wird die Beteiligung dieser energiereich 
Phosphate an der enzymatischen Acetylcholinsynthese verwendet. AT) 
kann mit gereinigten Fermenten im gewaschenen Hirnextrakt. bestinn: 
werden. Die getrennte Erfassung von ADP und ATP gelingt mit eine 
erweiterten Fermentsystem nach papierchromatographischer Auftre. 
nung. 

Summary 


A method has been developed for the determination of adenosin 
triphosphorie acid (ATP) and adenosine diphosphoric acid (ADP) base! 
on the enzymatic synthesis of acetylcholine. ATP is determined wit 
purified enzymes in washed brain extract. ADP and ATP are determine 
separately by paper chromatographic separation followed by enzymati 


estimation. 
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Die fsolierung und chemische Charakterisierung 
des Hirudins 
Von 
F. Markwaridt 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald 
(Der Schriftleitung zugegangen am &. Mirz 1957) 


fs ist bisher nicht gelungen, den blutgerinnungshemmenden 
Wirkstoff des Blutegels (Hirudo medicinalis), das Hirudin, in reiner 
Form zu isolieren und seine chemische Natur aufzuklaren. Die vor- 
liegende Arbeit hat die Isolierung und analytische Untersuchung des 
Hirudins zum Ziel. Uber die ersten Resultate wurde bereits in einer 
kurzen Mitteilung berichtet?. 

sis zur Entdeckung des Heparins war Hirudin das einzige bekannte Mittel, 
das in relativ geringer Menge die Blutgerinnung aufhebt, ohne die sonstige Be- 
schaffenheit und Zusammensetzung des Blutes zu andern. Schon frith finden sich 
daher Arbeiten, die sich mit diesem Stoff befassen und ihn bei Blutgerinnungs- 
versuchen anwenden. Man benutzte fiir diese Zwecke in der ersten Zeit rw he 
wibrige Extrakte aus zerschnittenen oder zerriebenen Blutegelképfen? 
Spiter kamen auch daraus hergestellte, allerdings in der Hauptsac ‘he aus Balla. ast- 
stoffen bestehende Trockenpraparate zur Anwendung, wie das erste von Franz® 
gewonnene und von Jacoby‘ als Herudin (spater Hirudin) bezeichnete Praparat. 
Es ist dann mehrfach versucht worden, den wirksamen Bestandteil weiter anzu- 
reichernS“!!, jedoch enthalten, wie wir heute wissen, selbst die reinsten bisher 
iekannten Praiparate nur einen geringfiigigen Teil an Wirkstoff. Ein Vergleich 
heziiglich des Reinheitsgrades der in der Literatur angegebenen Hirudinpraparate 
it nur bedingt méglich, da ihre Aktivitaét mit unterschiedlichen Methoden an 
verschiedenen Blutsorten gemessen wurde. Nach den Angaben von Merck’s 


*, Markwardt, Naturwissenschaften 42, 537 [1955]. 
“y B. Haye raft, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
IX, 209 [I884]. 
* J. Bock, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 41, 160 
18981], 
‘J.J. Abel, L. G. Rowntree u. B. B. Turner, J. Pharmacol. exp. Thera- 
peut, , 275 [1913/14]. 
.K. Marshall, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 157 [1915]. 
- F Franz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 49, 
42 [1903]. 
*C, Jacoby, Dtsch. med. Wschr. 30, 1786 [1904]. 
‘ A. Bodong, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 52, 
2 {1905}, 
“A.W. Kirsanow u. M. G. Bystritzkaja. Biochimia 5, 596 [1940]. 
” R. Luzatto, Boll. Soc. med. chirurg. di Modena 20, 117 [1920]. 
"FP. Schremmer, Q. Hromatka, E. Deutsch u. C. Csoklich, Mh. 
Chem. 87, 87 [1956]. 
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Index!2 haben die bisher besten Praparate bis zu !/,, der blutgerinnungshemmend, 
Aktivitat des Heparins erreicht, was, wie sich jetzt aus einem Vergleich mit de 
von uns rein isolierten Hirudin ergibt, einem Hirudingehalt von etwa 10% 
spriiche. Aber dieser Vergleich des Hirudins mit dem Heparin kann nur als y 
vefahrer Anhaltspunkt dienen, da der Wirkungsmechanismus der beiden §\ 
stanzen verschieden ist. 

Die ersten Versuche zur chemischen Charakterisierung des wirksamen Pr) 
zips wurden yon Dickinson'’ angestellt. Er vermutete, daB das aktive Prin; 
ein Protein sein miisse von der Art einer ,,Proto- oder Deuteroalbumose’, Ay 
von Franz® wird das Hirudin als zur Gruppe der ,,Albumosen* gehorig |y 
schrieben. Indessen beziehen sich diese Angaben auf das Verhalten von roly 
oder nur teilweise gereinigten Blutegelextrakten. Die vermutete EiweiBnatur d. 
Hirudins wurde durch den Befund gestiitzt, daB die blutgerinnungshemmen 
Aktivitaét hirudinhaltiger Praparate durch die Kinwirkung proteolytischer Fy 
mente zerstért wird''. Japanische Autoren!® geben an, aus ganzen Blatey 
kérpern eine Substanz vom Mol.-Gew. 835 mit Hirudinwirkung gewonnen ; 
haben. Ihre Angaben kénnen aber nach unseren Ergebnissen nur zutreffen, we 
der von ihnen verwendete Blutegel einen véllig anderen gerinnungshemmené 
Stoff in ungewohnlich groBer Menge enthalten hat. Angaben iiber die verwende 
Blutegelgattung fehlen; méglicherweise handelt es sich um eine japanische Ar 
Auch andere Autoren konnten diese Befunde nicht reproduzieren ®. 


Bestimmungsmethode 


Da das Hirudin bisher chemisch nicht gentigend charakterisier 
worden war, konnte das Bestimmungsverfahren vorerst nur seine bi 
logische Wirkung zur Grundiage haben. Es hatte sich ergeben, dil 
Hirudin ein spezifischer Hemmstoff fiir Thrombin ist!®. Es bildet mi 
dem aktiven Gerinnungsferment eine Additionsverbindung, wodurch ¢ 
Fermentwirkung verlorengeht. Die Reaktion zwischen Hirudin wi 
Thrombin verliuft st6chiometrisch mit groBer Geschwindigkeit und ly. 
sitzt einen niedrigen Temperaturkoeffizienten. Auf der. Grundlage dies 
Befunde wurde eine quantitative Bestinmungsmethode durch Titrativ 
mit standardisiertem Thrombin entwickelt. Diese ,,Hirudintitri- 
tion wurde ausfiihrlich an anderer Stelle!® beschrieben. Sie ber!’ 
auf folgendem Prinzip: Eine mit- Hirudin versetzte Fibrinogenlésw: 
bleibt auf steigenden Zusatz von Thrombin so lange ungeronnen, is 
alles Hirudin an Thrombin gebunden ist. Ein geringer Uberschub : 
Thrombin macht sich infolge der groBen Umsatzgeschwindigkeit de 
Fermentes innerhalb weniger Sekunden durch die Umwandlung te 
Fibrinogens in Fibrin benierkbar. Der ,,Neutralpunkt“ ist an der (e 
rinnung der Probe erkennbar. Die Wirksamkeit des Hirudins kann den: 
nach in Antithrombin-Einheiten (AT.-E.) angegeben werden, wobei ¢i 

12 The Merck Index of Chemicals and Drugs, 6. Ausg. Rahway N.J.0 
1952. 

13 W.L. Dickinson, J. Physiology 11, 566 [1890]. 

ME. Waldschmidt-Leitz, P. Stadler u. F. Steigerwaldt, diese / 
183, 39 [1929]. 












16 H. Yanagisawa u. E. Yokoi, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 14, 69 [19 
16 F. Markwardt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmak 
229, 389 [1956]. 
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AT.-E. derjenigen Menge Hirudin entspricht. die eine N. I. H.*-Einheit 


Thrombin in ihrer fermentativen Wirkung blockiert. 

Diese Hirudinbestimmung liefert auch bei kleinsten Mengen genaue 
rosultate, die sich zudem auf einen internationalen Standard bezichen. 

Zur Lokalisierung des Hirudins auf Elektrophorese- und Chroma- 
tographiest reifen wurde in folgender Weise vorgegangen: 

Ein lem breiter Streifen wurde in einzelne 0.5 cm breite Querstreifen senk- 
recht gur Laufrichtung zerschnitten, jeder Querstreifen getrennt mit isotonischem 
\Veronal-Acetat puffer py, 7,0 eluiert und die Eluate auf ihren Gehalt an Hirudin 
durch Titration mit standardisiertem Thrombin gepriift. Noch einfacher und 
schneller schiittelt man den Streifen in einem Reagenzglaschen entweder mit je 
(J ml isotonischem Veronal-Acetat-Puffer und 0,1 ml 1-proz. Fibrinogenlésung 
oder mit 0,2 m/ Citratplasma durch. Nach 10 Min. kann dann durch Titration 
die Hirudinmenge bestimmt werden, ohne da das Papier die Bestimmung wesent- 
lich stort. 

Isolierung des Hirudins 


Ausgangsmaterial: Es wurden iiber 1.5 ¢ schwere Blutegel. Hirudo medi- 
cinalis, verwendet, und zwar die beiden Varietaéten Sanguisuga officinalis, der 
so. ungarische, und Sanguisuga medicinalis, der sog. deutsche Blutegel. Die 
Evel, die seit wenigstens 3 Monaten nicht gesogen hatten und sich nicht in Ei- 
kapselbildung befanden, wurden durch Einlegen in 96-proz. Athanol getétet. Nach 
24 Stdn. wurden die Vorderenden durch einen Schnitt etwa 5 mm vor der vorderen 
mainnlichen) Geschlechts6ffnung von den Koérpern abgetrennt und nochmals 
24 Stdn. in absol. Athanol entwassert und gehartet. Danach wurden die 10 bis 
limm langen Kopfstiicke homogenisiert und getrocknet. 

Extraktion und fraktionierte Fallung: Das so gewonnene Pulver 
wurde mit der 10-fachen Menge 40-proz. Aceton 30 Min. bei 40° unter haufigem 
Umrithren extrahiert, der Riickstand abzentrifugiert und nochmals 15 Min. mit 
der 5-fachen Menge 40-proz. Aceton extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt. 
mit Essigsiure auf py 5,0 gebracht und der Niederschlag abzentrifugiert. Die 
klare Losung wurde mit 10-proz. Trichloressigsiure-Lésung in Aceton auf py, 1.8 
eingestellt und die aktive Frakt. durch Zugabe des 10-fachen Volumens eiskalten 
\cetons in grau-weiBen Flocken ausgefallt. Nach Istdg. Absetzen in der Kalte 
wurde zentrifugiert, zweimal mit Aceton und Ather gewaschen und getrocknet. 

Die Aktivitaét dieses Roh-Hirudins iibertrifft bereits diejenige der im Handel 
lefindlichen Hirudinpraiparate. Wie das Elektropherogramm zeigt. enthalt es 
aber noch eine groBe Menge unwirksamer eiweiBartiger Ballaststoffe. 

Elektrodialyse: Eine 1-proz. waBr. Lésung des Rohpraparates wurde 
m Elektrodialysator nach Pauli!? unter Verwendung von Cellophanmembranen 
“) Min. gegen dest. Wasser dialysiert. Danach sinkt der Stromdurchgang bei 
20V unter 0,5 mA/em? (Elektrodenabstand 35 mm). Die sich in der Dialysen- 
velle bildende Ausfallung besteht aus unwirksamen Ballaststoffen und wurde ab- 
ventrifugiert. Aus der klaren Lésung wurde die hirudinhaltige Fraktion durch 
Mugabe des 10-fachen Volumens Aceton in weiBen Flocken ausgefallt, mit Aceton 
und Ather auf der Zentrifuge gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. 

Extraktion mit waBr. Propanol: Zur weiteren Reinigung wurde mit der 
*fachen Menge 55-proz. n-Propanol 10 Min. lang extrahiert, der Riickstand 
iwentrifugiert und nochmals mit der 10-fachen Menge waBr. Propanol extrahiert. 
Die Extrakte wurden vereinigt und gefriergetrocknet. 


* National Institutes of Health, Divisions of Biologics Controls. Minimum 
munrements for dried thrombin, Bethesda, 2nd revision 1946. 
" W. Pauli, Biochem. Z. 152, 355 [1924]. 
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Praparative Elektrophorese: Fir die praparative Papiere!. <trophors 
wurde eine einfache Apparatur benutzt, welche im wesentlichen eine | 
der fiir analytische Trennungen benutzten ,.feuchten Kammer* auf © wa 10-fa¢ 
Dimensionen darstellt. Die Trennung war gleich scharf wie im analy ischen Ve 
such (Abb. 1). Papier: Schleicher & Schill 2043b 60 em breit und 30 em lay 
0,2-m. Ammoniumformiat puffer py 4.9, 8 V/em; 0,75 mA/em. Laufs it 150 Mi 
bei + 2°, : 

Die Bogen wurden bei Zimmertemperatur im Luftstrom getrocknet. 4 
ihrer Mitte wurden jeweils 2 schmale Probestreifen in Wanderungsrchtung he 
ausgeschnitten und daran mit Ninhydrin und Amidoschwarz sowie durch Aw 
testung die aktive Bande markiert. 

Aus den ausgeschnittenen Papierstiicken wurde das | Ammoniumformi: 
durch 12—15stdg. Aufbewahren im Hochvakuum iiber Natriumhydroxyd w 


Al. -E. 
~ Abb. 1. Elektrophoretisciie Auftre: 
| inves : . sat 
nung vorgereinigten Hirudins. Strid 
t formig aufgetragene Substanzmeng 
) lev } j “MIE hoy 
100 | 0.2. mg/em. Ammoniumformiatpufi 


pu 5.0; Laufzeit 150 Min. bei +2 
Anfarbung mit Amidoschwarz 10b, daz 





Austestung von 0,5 em breiten Quer. 


' H ¢ streifen. 


2 2 @ 





Phosphorpentoxyd entfernt, sodann wurden die Stiicke fein zerkleinert und m: 
Wasser eluiert. Die erhaltene Lésung wurde durch Gefriertrocknung bis aii 
wenige m/ eingeengt und das Hirudin durch Zugabe von absol. Alkohol ausgefill 
wobei restliche Spuren von Puffersalz in Lésung bleiben. Der Niederschlag wut! 
mit Alkohol und Ather gewaschen und i. Vak. getrocknet. 

Priifung auf Einheitlichkeit: Der Riickstand la8t sich elektrophoretis 
und chromatographisch nicht weiter zerlegen, er wandert auch bei Verwendit: 
verschiedener Pufferlésungen (py-Werte und Zusammensetzung der Puffer s. | 
Bestimmung des isoelektrischen, Punktes) als einheitliche Bande im elektrisch 


Tab. 1. Darstellung von einheitlichem Hirudin. 





Trocken- | Gesamt- Sper. 
Methode gewicht | aktivitat | Aktiviti 
g AT.-E. | AT.-Em 





10000 Blutegelképfe in absol. Athanol entwas- 


sert, getrocknet und homogenisiert . . . . . | 375,0 4875000 3 
Extraktion mit 40-proz. Aceton. Fraki. Fallung 4,440 | 3108000 7) 
Elektrodialyse, Ausfaillung mit Aceton . .. . 2,39 | 2868000} 1200 
Extraktion mit wir. n-Propanol, gefrier- 

getrocknet . . . . ; : oe 0,940 | 2350000 | 250 


Praparative Papierelektrophorese, Puffersalze 
durch Sublimation entfernt. Akt. Frakt. 
eluiert, gefriergetrocknet . ........ 0,135 | 1147000] 85" 
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1, Ue ‘ : 

Feld. Bei di Papierchromatographie zB, mit n-Propanol-Wasser (55:45) lauft 
jie Substanz einheitlich mit einem &y-Wert von 0,5, Der Verlauf der Isolicrung 
( ) i 


ist in Tab. | zusammenvefabt. neil 
Ly Trockensubstanz inaktiviert 8,5 0.2 N. 1. H.-F. Thrombin, also besitzt 


J my eine Aktivitat von 8500 AT.-E./mg. 


Chemische und physikalische Kennzeichnung 
Isoelektrischer Punkt: Gleichzeitig mit der Bestimmung des_isoelck- 
trischen Punktes wurde die Kinheitlichkeit des Hirudins gepriift (Abb. 2). Dazu 
wurde eine Apparatur verwandt, die im wesentlichen der von GraBmann!® be- 
schriebenen Anordnung entsprach. Papier: Schleicher & Schill 2043b. Fir 


Auftragslinie 
Abb. 2. Wanderung des Hirudins i p, 28 
bei der Elektrophorese. Laufzeit 
180 Min. 8 V/em, 0,75 mA/cm; 
Temp.2 . Anfiirbung nacheinander 


_—_ — 
aS 
& 
i= 5) 


mit Ninhydrin und Amidoschwarz 


den py-Bereich von 2,0—3.5 wurde Weinsaiure-Natriumtartrat puffer. von 3.5 bis 
6.0 Essigsiure-Natriumacetat, von 6,0—8.0 Phosphatpuffer und von 8,0—10.0 
Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer nach Michaelis (samtlich 0.2-1.) verwandt. 
Laufzeit 180 Min. bei + 29; 8 V/em, 0.75 mA/em. 

Die Hirudinl6sung wurde in der Mitte des Papierstreifens strichférmig auf- 
getragen. Um Fehlerméglichkeiten abschatzen zu kénnen, welche infolge der 
durch Verdunstung hervorgerufenen, zur Mitte des Papierstreifens gerichteten 
Stromung entstehen, wurde auBerdem je 1 Strich mit Hirudinlésung 2 cm vom 
kathodischen und anodischen Auflagerand entfernt aufgetragen. AuBerdem wurde 
die waagerechte Lage der Streifen und das Niveau der Kammerfiillungen mit der 
Wasserwaage kontrolliert. Die Streifen wurden nach der Elektrophorese angefiarbt 
und ausgetestet. 

Das Hirudin erwies sich in diesen Versuchen als einheitlich mit ei- 
nem isoelektrisechen Punkt bei py 3.8. 

Dialyse- und Ultrafiltrationsversuche: Eine 0,1-proz. waBr. Hirudin- 
l'sung wurde 24 Stdn. bei Zimmertemp. gegen dest. Wasser dialysiert. Ultrafil- 
trationsversuche wurden mit Hilfe der Zentrifugenfiltration durchgefiihrt !*. 

Hirudin wird bei Dialyse und Ultrafiltration durch Cellophan- 
inembranen (Kalle & Co., Wiesbaden) zuriickgehalten. Es durchdringt 
jedoch ungehindert Collodiummembranen (mittlere Porenweite 30 my). 
Versuche mit Membranfiltern abgestufter Porenweite (Membranfilter- 
gesellschaft, Sartorius- Werke AG & Co., Géttingen) hatte folgendes 
Ergebnis: 

— '* W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76. 
333 [1951]. 
"W. Keup, Experientia [Basel] 10, 389 [1954]. 
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Ultrafeinfilter fff (mittlere Porenweite << 5 my) halte. Hirud 
quantitativ zuriick. Ultrateinfilter ff (mittlere Porenweite |0—5 ny 
lassen bereits geringe Anteile hindurch; Ultrafeinfilter f (mitt re Pore 
weite 20-—10 my) — Hirudin nicht mehr zuriick. 

Elementaranalyse*: Hirudin wurde bei 40° und 0,05 Torr iv) cr P,Q, | 
zur Gewichtskonstanz ge troc ‘knet. 

3,840; 3,682 mg Sbst.: 6,133; 5,828 mg CO,; 2,302; 2,209 n H,0. 
7 eed 2 
25°, Fas Lor. 

Gef. C 43.38 H 6,71 N_ 13,44 S 2,39 

Das Molekulargewicht wurde durch Messung des osmotischen Druck 
in einem nach den Angaben von Bourdillon?® gebauten Osmometer unter Vu 
wendung von Osmometermembranen der Membran-Filtergesellschaft Cotting 


ermittelt. Zur Kontrolle der Versuchsanordnung durchgefiihrte Molekulargewicht. 


bestimmungen ergaben 67000 fiir reines Pferdealbumin und 15000 fiir Cyt 
chrom ec. (Durch Ultrazentrifugation bestimmte Werte?!: 68000 bzw. 15600.) 
Fiir Hirudin wurde ein Molekulargewicht von 16000 —- 1000 « 
mittelt. 
Spezielle qualitative Farb- und Fallungsreaktionen® 
i I 5 


Hirudin firbt sich auf den im warmen Luftstrom getrockneten Elektn. 


phoresestreifen mit Amidoschwarz 10B an und gibt nach Bespriih 
des Streifens mit Ninhydrin nach 10 Min. bei 100° eine violette Farbuy 
Nach Einwirkung von Pauly’s Diazoreagens farbt es sich rot. D 
Reaktion auf Tyrosin mit -Nitroso-f-naphthol verlauft positiv. 1) 


Nitroprussidnatrium-Reaktion wird nach Behandlung mit Natriwy. 


cyanid gegeben. Hirudin gibt deutliche Biuretreaktion. Reaktion 
auf Tryptophan mit p-Dimethylaminobenzaldehyd und auf Argini 
nach Sakaguchi verlaufen negativ. Ebenfalls negativ sind die Pe- 
jodatfuchsin-Reaktion auf Polysaccharide nach K6iwv?3, die Reaktio 


auf Hexosen nach Molisch und der Phosphatnachweis nach Fiske tn 


Subbarow. 

Aus einer 0,5-proz. waiBr. Losung wird Hirudin durch Zusatz de 
gleichen Volumens von Eiweibfallungsreagenzien, wie Tanninlosun: 
nach Hedin, 10-proz. Phosphorwolframsaure-Lésung oder gesittigte 
Pikrinsiiure- L6sung, ausgefallt. 10-proz. Trichloressigsaiure-L6sung ver- 
ursacht keine Fallung. In verdiinnteren Lssunge n gibt nur Tannin ei 
deutliche Triibung. 

Der EinfluB von Temperatur und pu-Wert auf Hirudi: 
losungen wird in Tab. 2 u. 3 tastiacecaaaae 

20 J. Bourdillon, J. biol. Chemistry 127, 617 [1939]. 

21°'T. Svedberg u. K. O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, Handb. Kollo 
wiss. 7, Dresden, Leipzig 1940. 

22 Beschreibung der Farbreaktionen s. F. Turba, Hoppe-Seyler/Thierfeld 
Hb. d. physiol. u. pathol. chem. Analyse. I/II]. Springer-Verlag Berlin, Géttinge 
Heidelberg (1955). 

2 E. Koiw u. A. Grénwall, Scand. J. clin. Lab. Invest. 4, 244 [1° 

* Die Analysen wurden im Organ.-Chem. Institut der Techn. Universit’ 
Berlin durchgefiihrt. Herrn Professor Dr. W eygand bin ich fiir diese freundlic! 
Hilfe zu Dank verpflichtet. 
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59 mg Sbst.: 0,655 mg BaSO, (nach Carius); 2,633 mg Sbst.: 0.5038 com \ 
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Jab. 2. Bestandigkeit von Hirudin beim Erhitzen in Lésung. 0.1-proz. wabr. 
ren wurden jeweils 15 Min. lang auf die angegebenen Temperaturen 
ben beziehen sich auf den Gehalt von 0,1 ml Lésung. 








Aktivitat in AT.-E. Aktivitats- 
‘Temperatur 
nee vor dem nach dem abnahme 
Erhitzen Erhitzen m %, 
70 850 $50 0 
80 $50 $42 ] 
90 $50 697 ; 
100 $50 535 37 








fab. 3. Abhangigkeit der Hirudinaktivierung vom py der Losung. Einstellen des 


jy-Wertes auf 5, 7 


u. 9 durch Veronal-Acetatpuffer, auf 2 und 12 durch Zusatz 
von O.l-m.HCl und 0,1-1.NaOH. 





Aktivitatsabnahme in °, nach 15 Min. 
Erhitzen auf 





Pu 
60° | 80 100 
2 0 | 0 32 
5 0 0 34 
di 0 0 38 
9 10 38 100 
12 65 97 100 


\bb.3. UV-Absorptionsspektrum des Hiru- 
dins; 1,0 mg/m/, Schichtdicke 1 cm. 


oin n/10- NaOH; e 





—e in n/10- HCl. 

















Hirudin ist in wiBr. Lésung bei 15 Min. langem Erhitzen bis zu 
\” praktisch stabil. Die Hitzebestandigkeit des Hirudins wird mit 
eigendem pu-Wert geringer, waihrend eine pu-Verminderung eine ge- 


Wisse Stabilisierung zur Folge hat. 
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Das UV-Absorptionsspektrum erlaubt eine einfa: he Orie 
tierung iiber die aromatischen) Amimoséuren im Protein nolekiil? 
Hirudin zeigt, abgesehen von der bei Protemen immer av. tretend 
Absorption zwischen 180-230 my, das Absorptionsspektrun) des Ty: 
sins mit den Maxima bei 240 und 293.5 my im alkalisehe . und |) 
275 mu im sauren Milieu (Abb. 3). 

Die Spektren zeigen, daB Hirudin kein Tryptophan entha t, welch 
sich auf Grund seiner hohen Extinktion bei 280 my bemerkbir gemac; 
hiitte. 

Aminosaiureanalyse 

Papier: Schleicher & Schill, 2043b. 

Losungsmittelgemische: 

1. Butanol: Eisessig: Wasser 4:1:5; 

2. Butanol: Eisessig: Wasser. 4: 1:1; 

3. 80-proz. wiBr. Phenol in Ammoniak-Atmosphare ; 

4, Pyridin:n-Amylalkohol: Wasser 1:2:1. 

Hydrolyse: Hirudin wurde im Hochvak. iiber P,O; bis zur Gewicli 
konstanz getrocknet. 5 mg wurden in 2 ml eines Gemisches 20-proz. Salzsiw 
und 85-proz. Ameisensiure (1:1) gelést und die Lésung 20 Stdn. in einem 7 
geschmolzenen Glasrdhrchen auf 100° erhitzt. Das klare, schwach gelblich ¢ 
farbte Hydrolysat wurde im Vak. iiber KOH und P,O, zur Trockene cingedampi 

Elektrophoretische Gruppentrennung: Zur Vortrennung des Hyd 
lysates in saure, basische und neutrale Aminosdéuren wurde die Papier-lonophore 
angewandt. Der Riickstand wurde in 0,2 ml Wasser gelést und 0,18 ml dies 
Losung als 20 em langer Strich auf einem Papierbogen (30 < 30 cm) aufgetray 
Die Fraktionierung wurde in der fiir die praparative Elektrophorese benutz 
,feuchten Kammer‘ durchgefiihrt. 

Ammoniumformiatpuffer 0,2-m. py 5,0; 1,0 mA/em; 10 V/em; Laufze’ 
10 Stdn. bei + 2°. 

Die fertigen Ionopherogramme wurden zur Entfernung des Puffersalzes’il 
Nacht im Hochvak. iiber P,O; und KOH aufbewahrt. Danach wurde ein | 
breiter Probestreifen mit Ninhydrin angefarbt. Die 3 Frakt. wurden ausgeschnitt 
mit Wasser eluiert, lyophilisiert und in 1 ml dest. Wassers gelost. 

Auftrennung der Fraktionen: Die Frakt. wurden mit geeichten Mik 
pipetten strichformig auf Papierbégen aufgetragen. Die basische Frakt. wu 
mit Loésungsmittelgemisch 3, die svure Frakt. mit Lésungsmittelgemisch 2 1 
die Neutralfrakt. mit Losungsmittelgemisch 1 und 3 eindimensional aufsteige 
entwickelt. Zur schirferen Trennung von Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Me 
ionin und Valin wurde die Neutralfraktion mit Loésungsmittelgemisch 4 ©” 
wickelt. Auf diese Weise gelingt es, jede Aminosiure wenigstens einmal sai 
und in einer zur quantitativen Bestimmung geniigenden Menge (durch ents}! 
chende Lange des Striches) abzutrennen. Die Aminosiuren wurden mit Vergle 
substanzen und Spezialreaktionen?® identifiziert. 

Kolorimetrische Bestimmung2®: Nach dem Anfarben der Bogen 
butanolischer Ninhydrinlésung und Kupfersalzreagens wurden die roten Fle 
moglichst flachengleich herausgeschnitten, der Kupfer-Ninhydrin-Farbkom 
mit Metianol extrahiert und bei 510 mu kolorimetriert. In jedem Versuch 





4G. H. Beavenu. E. R. Holiday, Advances Protein Chem. 7, 319 [I"- 
25 FL G. Fischer u. H. Dorfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
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af dem glichen Bogen eine bekannte Aminoséuremischung von annahernd 
jeicher Zusammensetzung mit. Diese Testmischung wurde wie die Analysen- 
jwuny allen .\rbeitsgingen unterworfen und unter gleichen Bedingungen bestimmt. 


Das Ergebnis der Aminoséurebestimmung ist in Tab. 4 wieder- 
vegeben. 


Tab. 4. Aminosiurenbestimmung nach saurer Hydrolyse von Hirudin. 

















ies g Aminosaure i 56 ia 
Aminosaure in 100 ¢ : : 
Hirudin Gesamt-N 
pea 
Asparaginsaure Satins: ifr Sas te Ze wate 53. SS was he hk se 13,5 10.6 
(MIRE S| 2s). SE eS SL ee we wm Oe 212 15.0 
(‘ystin® . 9.0 ve 
Serin . , 6.8 6.7 
UIC epee lo: oO we aT a 8 7.0 9.7 
PUMPER Lr ate Borky Be tee 2! & Sat Sw 7.6 6.6 
Alanin Ss 2) AS? ee Bas, he & — 0.6 OF 
MEG Mr oe irs Acciotee chery Cab, ct. GE By. "2C “SN ae. Se. BUS 6.0 Die 
Leucin ees aan ae aes ae a 6.7 55 
SENNA EE cette.) APN Bey Gh Ses Ay GL 4.3 3.4 
RP a eee oe ee, Be eRe He ee 5,8 53 
Phenylalanin etree. &P > Si owe Ss ice 2,5 1.6 
Tyrosin*** A tg ge ted Bee ih PEE. ed Sey el g bg 4.5 2.6 
Histidin 2.0 4.0 
Uinta ee tec teeecaan Walco ia, JePcheeite Mae eeibse Zs 5.9 8.4 
Summe 103.4 93.0 


* Ber. aus Schwefelgehalt. 
** Prolin wurde auf einem besonderen Chromatogramm durch Anfirbung mit Isatinreagens 
estimmt. 
*** Tyrosin wurde aus dem Hydrolysat mit .-Nitroso-f-naphthol?® und durch Berechnung 
ius dem UV-Absorptionsspektrum bestimmt. 


Die Aminoséiurezusammensetzung des Hirudins bietet keine Be- 
sonderheiten. Alle gefundenen ninhydrinpositiven Substanzen konnten 
Aminosiituren zugeordnet werden, die auch sonst in Proteinen auf- 
treten. Bemerkenswert ist der hohe Gehalt an Schwefel. der in Form 
von Cystin vorliegt. Relativ hoch ist auch der Gehalt an Asparagin- 
siure und Glutaminséure, was. in Verbindung mit der verhaltnismaBig 
gerngen Menge basischer Aminosiuren, den weit im sauren Bereich 
liegenden isoelektrischen Punkt des Proteins verstindlich macht. 

Die quantitativen Bestimmungen der Aminosiauren aus den Papier- 
chromatogrammen erreichten nur eine Genauigkeit von etwa — 10°,. 
Ne kénnen daher nur eine grobe Ubersicht iiber die Verteilung der 
konstituierenden| Aminosiiurereste geben. Genauere Bestimmungsme- 
theden konnten mit der zur Verfiigung stehenden kleinen Substanz- 
nenge noch nicht durchgefiihrt werden. 


* 8S. Udenfriend u. J. R. Cooper, J. biol. Chemistry 196, 227 [1952]. 
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Zusammenfassung 


Der blutgerinnungshemmende Wirkstoff Hirudin wurd: vus med 
zinischen Blutegeln isoliert und analysiert. Es ist ein spezifisc!. or Hem, 
stoff des Thrombins mit einer Aktivitiit von 8500 Antith ombinei 
heiten/meg. . 

Die elektrophoretischen und chromatographischen Unter achung 
sprechen fiir die Kinheitlichkeit der isolierten Substanz. Hirw tin ist ¢ 
Protein mit dem verhiltnismaBig niedrigen Molekulargewicht  y 
16000 + 1000 (aus osmotischen Messungen). Es ist gegei denaty. 
rierende Einfliisse ziemlich stabil. Der isoelektrische Punkt des Protejy. 
liegt bei pu 3.8. 

Hirudin wurde elementaranalytisch gekennzeichnet und _ sei, 
Aminosiiurezusammensetzung papierchromatographisch bestimmt. 


* Summary 


Hirudin, which inhibits blood coagulation, has been isolated fro: 
leeches and analysed. The substance is a specific inhibitor for thrombi 
and has an activity of 8500 antithrombin units per mg. Electrophoreti 
and chromatographic examination indicates that the substance isolate! 
is homogeneous. Hirudin is a protein with the relatively low molecula 
weight of 16000 +- 1000 as determined by osmotic pressure measure. 
ments. It is fairly stabie to denaturation. The isoelectric point of tly 
protein is at pu 3.8. Hirudin has been submitted to elementary analys: 
and its amino acid composition determined by paper chromatograph 
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(ber Wirkungsbedingungen der Leber im Jodstoffwechsel, 
Jil. Mitteil.: 
Anreicherung der ,,Dejodase* 
> 99 
Von 
Norbert Hartmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Greifswald 
(Direktor: Prof. Dr. H. Frunder) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1957) 


Nachdem nachgewiesen worden war, daB die Dejodierung von 
L-Dijodtyrosin an eine PlasmaeiweiBfraktion der Leberzelle gebunden 
ist}, konnte zur Anreicherung des Fermentkomplexes geschritten werden. 
im folgenden soll iiber die Ergebnisse der Fraktionierung mittels Am- 
noniumsulfats berichtet werden. 


Methodik 


Schweinelebern wurden in eiskalte m/15-Phosphatpufferlésung, py 8.0. ge- 
bracht, nach Abkithlen durch den Fleischwolf gedreht? und der Leberbrei im 
Ganzglashomogenisator mit etwa dem gleichen Volumen eiskalter m/15-Phosphat- 
pufferlisung, py; 8,0, homogenisiert. Vor der Fraktionierung wurde das Ausgangs- 
homogenat mit dem gleichen Volumen m/15-Phosphatpuffer verdiinnt, durch Zu- 
satz von 3/, Volumen, bei 15° gesattigter Ammoniumsulfatlésung, auf 20°,, Am- 
noniumsulfatsattigung gebracht und fiir 30 Min. in den Eisschrank gesteilt. Dabei 
trat Gerinnung ein. Daher wurde anschlieBend nochmals im Homogenisator kurz 
uichhomogenisiert. Danach wurde 30 Min. bei 3000 ¢ zentrifugiert. Der Nieder- 
schlag wurde verworfen, der Uberstand (Frakt. 2) wurde mit dem gleichen Vo- 
lumen bei 15’ gesattigter Ammoniumsulfatlésung auf 60°( Sattigung gebracht. 
fiir 30 Min. in den Eisschrank gestellt und danach wieder 30 Min. bei 3000 g ab- 
geschleudert. Der Uberstand wurde verworfen, der Niederschlag in eiskaltem 
i 15- Phosphatpuffer, py 8,0, gelést und mit dem gleichen Puffer zum Volumen 
les Ausgangshomogenates verdiinnt (Frakt. 3). Nun wurde die Liésung durch 
Zusatz gesitt. Ammoniumsulfatlésung auf 20°, Sattigung gebracht, 30 Min. ge- 
kihlt und danach wieder 30 Min. bei 3000 ¢ abgeschleudert. Der Uberstand 
Frakt.4) wurde auf 50°, Ammoniumsulfatsattigung gebracht, gekiihit und ab- 
ceschleudert. Der Niederschlag wurde erneut mit m/15-Phosphatpuffer, py 8. bis 
zum Ausgangsvolumen versetzt (Frakt. 5), auf 25°) Ammoniumsulfatsattigung 
_ gekiihlt und abgeschleudert. Der Uberstand (Frakt. 6) wurde nun auf 

8 Ammoniumsulfatsattigung an gekiihlt und abgeschleudert. Der rein- 
weike Niederschlag wurde in m/15-Phosphatpufferlésung gelést und damit auf 
das Volumen des Parent lt ttose aufgefiillt. Die Lésung war klar und 
sthwach gelblich gefarbt. ; 

_Es wurde bere ‘its erwahnt!, daB das Ferment in Vorversucken bei 33°,, Am- 
noniumsulfatsittigung auszufallen schien. Wir wahlten hier den Bereich zwischen 


‘II. Mitteil.: N. Hartmann, diese Z. 306, 107 [1956]. 
*N. Hartmann, diese Z. 301, 60 [1955]. 
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25°), und 40°% Sattigung, um gréBere Fermentverluste zu vermeiden. Die gesiy | 
tite Ammoniumsulfatlésung hatte ein py von 6,4. Der py-Wert der Fraktione vi 
lag daher zwischen p;p 6,5 und 6,9. Die Ansiitze fiir die Aktivitats)estimmy Aktay 
enthielten: 20 ml Ausgangshomogenat oder die entsprechende Menge dcr jeweilige Testa 
Fraktion; 40 ml m/5- Phosphatpuffer, pyy 8,0, fiir das Ausgangshomoy «nat, fiir qj keinel 
iibrigen Fraktionen 20 m/l; 35 wMol L-Dijodtyrosin (DJT) in 5 ml 1/50-Na0h Menge 
0.5 ml Toluol. Die eine Reihe enthielt auBerdem einen Zusatz von 50 mg X aaa 


Pyruvat (BTS) (Merck), wie in der Rubrik ,,Spaltung™ angegeben. Die spezi 
Aktivitat ist in «Mol dejodierten DJT pro mg HiweiB angegeben. Die Eiweil kaum 








bestimmung wurde mit der Biuret-Methode nach Biicher® durchycfiihrt. )j nismu 

Ansitze wurden 18 Stdn. bei 37’ bebriitet, durch Zusatz von 20 bzw. 10 ok kir 
(Frakt. 2—7) 20-proz. Trichloressigsiure enteiweiBt, filtriert und im Filtrat di Eyl ” 

Jodid potentiometrisch wie friiher beschrieben? bestimmt. aie 

wrote 

Ergebnisse bs 

; ‘ : fische 

Anreicherung der ,,Dejodase aus Schweineleber. “eae 

ersuc 

ned . die Ste 

Eiweib Spal « uwMol DIT eee AG NOI Ch anine Lic nt 

; ; és Spaltung wMol D. Spezif. Anreicherung lies 

Fraktion im ie eye m des 

toe ee . Aktivitat sank: stabil 

Ansatz | mit BTS |ohne BTS mit BTS | ohne BIS 0 

; ——— §& enthalt 

Ausgangs- 9.08 2 4.18 2.85 0,000460 14 mehr ‘ 
homogenat ; 1° ist 
Frakt. 1,06 ¢ 3.02 0,53 0,002849 6 : i 

Frakt. 0,51 ¢ 1.56 0,53 0,003059 6,7 J indert 

Frakt. 0,069 ¢ 1.06 0,23 0,015363 33.3 W 

Frakt. ! 0,043 ¢ 1,56 0,23 0,03628 78.9 » ann 

Frakt. 6 0,0308 ¢ 1,36 0,15 0,044156 95,9 eae 

Frakt. 0,017 g 1,31 O15 0,07706 167,4 = 
ausgeal 




















Wie friither mitgeteilt wurde?, nimmt die Dejodierungsaktivitat de eer 
Organe postmortal sehr rasch ab. Um bei der langwierigen Aufarbeituy 
durch Fraktionierung méglichst hohe Aktivitéiten zu erhalten, wurde: 
Schweinelebern verwendet, die die héchsten bisher beobachteten Akt Du 
vitiiten zeigten. Doch nahm auch bei diesen die Aktivitit wiihrend de J Leberh 
Aufarbeitung sehr stark ab. In friiheren, nicht veréffentlichten Ve-f& -Dejod 
suchen konnte festgestellt werden, daB glykogenreiche Lebern. hoher I *ische 
Aktivitat aufwiesen als glykogenarme. Deshalb wurde gepriift. ob sid lich sta 
unter den Abbauprodukten der Kohlenhydrate vielleicht Aktivatore JJ !ntes 
fiir die Dejodierung fanden. Dabei zeigte sich, daB besonders die Brer- 
traubensiiure diese Eigenschaft hat, wihrend Glucose, Lactat, Fumari 
und Succinat keinen Einflu8 haben. a-Ketoglutarat wirkt im Verglei! ev 
zu Pyruvat nur sehr schwach aktivierend. Deshalb wurden den Af ji).fo1d 
sitzen zum Vergleich in jeweils der Halfte der Versuche 50 mg Ne phospha 
Pyruvat zugesetzt. Diese Menge hatte sich in Vorversuchen als a J |, yee 
reichend herausgestellt und steigerte in Versuchsansiitzen, die 1a ofthe ey 
einigen Stunden bei Zimmertemperatur den gr6Bten Teil der Aktiv: 
tit verloren hatten, die abgesunkene Aktivitaét auf den Ausgangswel" 





3G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garba 
IX. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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In den meisten Versuchen zeigten frisch verarbeitete Lebern keine 
\ktivitétsstcigerung durch Zusatz von Brenztraubensiiure. Wurde den 
Testansiitzen stiindlich Brenztraubensiure zugesetzt, so kam es zu 
keiner stiirkeren Aktivierung als bei einmaliger Zugabe der gleichen 
Menge Pyruvat. Die in den ersten Fraktionen gefundene geringere Akti- 
vierung durch Pyruvat gegeniiber den letzten Fraktionen ist somit wohl] 
kaum durch Abbau des Pyruvats zu erkliren. Der Aktivierungsmecha- 
nismus durch Pyruvat kann aus den vorliegenden Versuchen noch nicht 
veklirt werden. Bei der Fraktionierung war die Aktivierung wegen der 
Erhdhung der Titrationsrate fiir das abgespaltene Jodid jedoch von 
robtem Wert. 

Die in Frakt. 7 im oben wiedergegebenen Versuch erhaltene spezi- 
fische Aktivitiét ist bei der geschilderten Fraktionierung auch in anderen 
Versuchen erhalten worden, der Mittelwert von 8 Versuchen ist 0.074, 
die Standardabweichung -}- 0,004. Das scheint darauf hinzudeuten, dab 
in dieser Fraktion ein relativ einheitliches Proteingemisch vorliegt. Die 
Stabilitit des Fermentes ist recht hoch. In 20°, Ammoniumsulfat 
enthaltendem m/15-Phosphatpuffer vom pu 7 tritt selbst bei 15° nach 
nehr als einer Woche kein nennenswerter Aktivititsverlust auf, bei 
f° ist das Ferment in gleicher Lésung tiber mehrere Wochen unver- 
indert haltbar. 

Weitere Eigenschaften dieses angereicherten Fermentes werden 
untersucht. Fiir eime genauere Untersuchung ist jedoch die bisher ver- 
wandte Methodik ungeeignet. Deshalb wurde ein anderes Verfahren 
ausgearbeitet, das auf einen optischen Test zuriickgeht. Dariiber wird 
in einer nachfolgenden Mitteil. berichtet. 


Zusammenfassung 


Durch fraktioniertes Aussalzen mit Ammoniumsulfat laBt sich aus 
Leberhomogenaten in m/15-Phosphatpuffer eine Anreicherung der 
.Dejodase* auf mehr als das 100-fache erreichen. Das Ferment fiaillt 
mischen 25°, und 40° Ammoniumsulfatsattigung aus und ist ziem- 
lich stabil. Durch Zusatz von Pyruvat laiBt sich die Aktivitaét des Fer- 
entes auf etwa das 10-fache steigern. 


Summary 
A deiodase from liver homogenates has been enriched more than 
"-fold by fractional salting-out with ammonium sulphate in an m/15- 
phosphate buffer. The enzyme which is fairly stable is precipitated 
etween 25 and 40 per cent ammonium sulphate saturation. The act ivity 
{the enzyme is increased approximately 10-fold by addition of pyruvate. 
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Zur Kenntnis der Cholindehydrogenase, I! 


EinfluB von Glutathion auf die Cholindehydrogenase 
Von 
Helmut Niemer und Anton Kohler 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1957) 


Nach den Arbeiten von Barron und Singer, Cafiero gov; 
Rothschild, Cori und Barron? scheint es, daB die Cholindehydr. 
genase zu den Enzymen geziéhlt werden muB, deren aktive Gruppe ei: 
Sulfhydrylgruppe ist, wie z. B. bei der Suecindehydrogenase, der Glyox. 
lase oder der Crotonase. Das bestuntersuchte Beispiel fiir diese Ferment 
ist wohl die\Glyoxalase, bei der Glutathion die prosthetische Grupy 
bildet?. In anderen Arbeiten wurde gezeigt, daB Glutathion auch j 
Alloxan-Komplex eine wichtige Rolle spielt*. Die Méglichkcit einer k. 
ziehung zwischen Glutathion — oder auch nur der Sulfhydrylgrupp 
des Glutathions — zu der Carbonylgruppe, wie sie bei Glyoxal od 
bei Alloxan® angenommen wird, veranlaBte uns, den Einflu8 vw 
SH-Glutathion (GSH) auf die Cholindehydrogenase zu_untersuche 
die ja die Oxydation der Carbinolgruppe des Cholins zu der Carbony: 
gruppe des Betainaldehyds vermittelt. 





Methodik = 


1. Die Darstellung der Mitochondrienpraparate aus Rattenleber 
folgte auf dieselbe Weise, wie sie bereits von uns beschrieben wurde}. } 

2. Versuchsanordnung: Der.Sauerstoffverbrauch wurde in der Warbu: 
Apparatur bestimmt. Die Versuchsgefi&e wurden in folgender Weise als Gru 
ansatz beschickt: Im Zentralraum 0,2 ml 10-proz. KOH; im Hauptraum 0,51 
Mitochondriensuspension (Verdiinnung 1:3), 0,6 ml Krebs-Ringer-Phosphatpu 
(py 7.4), 0.2 ml Cytochrom ¢ (2 x 10-4 Mol/l), 0,1 ml DPN (1 x 10-? Mol/l). I: 
seitlichen GefaB wurde bei den entsprechenden Versuchen 0,1 ml Cholinchlo: 


1 J. Mitteil.: H. Niemer u. A. Kohler, diese Z. 808, 58 [1957]. 

2 E. 8. G. Barron u. T. P. Singer, Science [New York] 97, 356 [1% 
M. Cafiero, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 27, 1426 [1951]; H. A. Rothschi 
O. Coriu. E. 8. G. Barron, J. biol. Chemistry 208, 41 [1954]. 

3K. Lohmann, Biochem. Z. 254, 332 [1932]; M. E. Platt u. E. F. Sehr 
der, J. biol. Chemistry 104, 281 [1934]; G. E. Woodward, ebenda 109, 1 [1% 
8. J. Klebanoff, Biochem. J. 64, 425 [1956]. 

4R. 8S. Leech u. C. C. Bailey, J. biol. Chemistry 157, 525 [1945]; ALL 
zarow, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 61, 441 [1946]; 66, 4 [1947]; W. Doe 
F. Bopp, R. Kuhn u. G. Quadbeck, Naturwissenschaften 35, 125 [I 
A. Lazarow, Physiol. Rev. 29, 48 [1949]. 

5 A. Lazarow, Experimental Diabetes, a Symposium, S. 49, Blackw 
London 1954; R. A. Resnik u. A. R. Wolff, Biochem. J. 64, 33 [1956]. 
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in 4-proz, wabriger Lésung zugegeben. Das GSH (Glutathion-red., 30ehringer) 
wurde in stets frisch hergestellter Losung unmittelbar vor Versuchsbeginn im 
Hauptraum in 4- oder 1-proz. waBriger Losung in der gewiinschten Menge ein- 
pipettiert. 12s wurden nebeneinander immer GefaBe mit folgender Beschickung 
angesetat: 1. Grundansatz, 2. Grundansatz + GSH, 3. Grundansatz -- Cholin, 
$ Grundansatz — Cholin + GSH. Zur Herstellung isotonischer Verhaltnisse 
wurde in den GefaBen 1 und 3 im Hauptraum eine der Menge des Glutathions, in 
den GefaBen 1 und 2 eine der Menge des Cholins aquivalente Menge Kochsalz- 
Josung zugetigt. 

Das Gesamtvolumen wurde bei allen Versuchen durch Zusatz von Wasser 
im Hauptraum auf 2.5 ml gebracht. Die Atmung erfolgte mit Luft. Die Bad- 
temperatur war bei allen Versuchen 38°, Temperaturausgleich 12 Min.. Versuchs- 
dauer 90 Min.. wobei alle 10 Min. abgelesen wurde. 


Ergebnisse 


Tab. 1 zeigt die Mittelwerte der Versuchsreihen. bei denen bei kon- 
stantem Zusatz von 0,1 m/l 4-proz. Cholinchloridlésung (== 4.0 mg 
Cholinchlorid) verschiedene Konzentrationen an GSH den Ansitzen zu- 
sefiigt wurden. Es wird der Sauerstoffverbrauch angefiihrt. vermindert 
um den Wert. den man aus Grundansatz — GSH erhielt. 


Tab. 1. Cholindehydrogenase-Aktivitaét bei Zusatz von GSH (4.0 mg Cholinchlorid). 








" GSH 0.-Vert , Mittlere | 

onz. vy o- Verbraucnh B10 oO 
108 n (Mittelwert) tie ea | ne 

o 1 | ae | 

Mol] ul — n A 
0,0 21 40.9 | ef 0.0 
0,325 6 33.1 - 1,5 18.6 
0,65 6 22.6 + 1,2 44.6 
L3 6 14,2 1.0 65,2 
2.6 10 9.8 1,0 76,0 
5,2 10 6.5 0.9 $4.1 
10,4 4 32 0.5 92.0 








Es ergah sich mit steigender Menge GSH ein Abfall des Sauerstoff- 
verbrauchs, der bereits bei einer Konzentration an GSH von 10.4 
x 10-3 Mol? nur mehr 8°, des normalen Sauerstoffverbrauchs aus- 
machte, 

In der Abbildung sind die Mittelwerte der in der obigen Tabelle 
zusammengefaBten Versuche sowie die einer Reihe weiterer Versuche 
mit verdnderten Mitochondrienmengen, variierter GSH-Konzentration, 
aber stets gleicher Cholinmenge wiedergegeben. Auf der Abszisse sind 
die Glutathionkonzentrationen logarithmisch gegen die Fermentkon- 
zentrationen aufgetragen, wobei als Fermenteinheit (F. E.) diejenige 
Menge Ferment gewihlt wurde, die in 10 Min. einen Sauerstoffverbrauch 
von lvl bei reiner Cholinveratmung hatte. Auf der Ordinate ist der 
hei unseren Versuchsbedingungen erhaltene Sauerstoffverbrauch in jl, 
hezogen auf 1 mg Cholin, aufgetragen. 
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Abhiangigkeit des Sauerstoffverbrauchs bei der Cholinoxydation durch Cholin- 
dehydrogenase von der GSH-Konzentration. 


Bis zu einer GSH-Konzentration von 1,49 x 10-4 mg/Ferment. 
einheit ergab sich eine logarithmische Funktion zwischen dem Saue. 
stoffverbrauch und der Glutathionkonzentration, welche anniahem 
einer Gleichung der Form 

O,-Verbrauch = B—a-lg [GSH] 


gehorcht, wobei das B-Glied die Cholinveratmung ohne Inhibitor aw. 
driickt. Bei héheren Glutathionkonzentrationen ist eine zunehment: 
Abschwiichung der Hemmwirkung pro Glutathioneinheit zu erkenne 

Da die Hemmwirkung des Glutathions auch auf seine Eigenschatt 
mit Schwermetallen Komplexe zu bilden, zuriickgefiihrt werden kan 
wurde eine Reihe von Inhibitionsversuchen mit Zusatz von FeCl, Fel 
und CuCl, durchgefiihrt sowie einige Versuche mit zusitzlichem Cyt 
chrom c. Einige Ergebnisse werden in Tab. 2 gebracht. 


Tab. 2. Beeinflussung der Glutathionhemmung durch Schwermetallsalze 
Cytochrom ¢; eingesetzt 4 mg Cholinchlorid. 














GSH Zusatz O,-Verbrauch 
mg mg ul 
— — 41,3 
4 — 7,0 
4 0,4 Fe®® ain 
4 4,0 Fe®® 30,0 
4 0,4 Fe%9 8,0 
4 0,4 Cu®® 7,5 
4 4,0 Cu®® 38,2 

1 2,5 Cyt. c 36,2 
4 2,5 Cyt. c 31,0 
8 2,5 Cyt. c 10,2 


Die Hemmung der Cholinoxydation durch GSH 1aBt sich dur’ 
Zusatz geringer Mengen Schwermetallsalze (Fe!!, Fe'!, Cul!) nicht be 
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vinflussen. erst. bei Konzentrationen an Fe!! und Cul!, die in der GréBe 
der Glutathionkonzentration liegen, tritt ein erheblicher Anstieg der 
Atmung ein. Auch der enthemmende Einflu8 von zugesetztem Cyto- 
chrom ¢ wird deutlich. 

Diskussion 

Die Ursache fiir die beobachtete starke Hemmwirkung von GSH 
auf die Cholinveratmung darf wohl nicht in einer Schwermetallblok- 
kierung des Ferments durch GSH gesucht werden, da in diesem Falle 
bereits durch Zusatz geringer Dosen an Schwermetallsalzen eine deut- 
jiche Aufhebung der Hemmwirkung erzielt werden miiBte. Die Auf- 
hebung der Glutathionwirkung bei Zugabe von gr6Beren Konzentra- 
tien an Schwermetallen kann zwanglos auf die Komplexbildung des 
GSH mit den zugesetzten Metallen und die daraus entstehende Blok- 
kierung des Glutathions zuriickgefiihrt werden. 

Fiir die bei Vorhandensein von SH-Gruppen im Ferment zu er- 
wartende Wechselbeziehung zwischen der SH-Gruppe des Glutathions 
und der der prosthetischen Gruppe des Ferments konnten keine An- 
haltspunkte erbracht werden. Hierbei hatte. zumindest bei geringen 
Konzentrationen an GSH, eine Aktivitatssteigerung des Ferments be- 
obachtet werden miissen, und erst bei héheren GSH-Konzentrationen 
hitten Toxizitatseffekte erwartet werden kénnen. Es ergab sich jedoch 
hei allen untersuchten Konzentrationen eine starke und tiber den ge- 
samten Versuchszeitraum gleichlaufende Inhibition der Cholindehydro- 
genase durch GSH, ein Ergebnis. welches gegen das Vorhandensein von 
SH-Gruppen in der prosthetischen Gruppe der Cholindehydrogenase 
spricht. 

Diese starke Hemmwirkung des GSH spricht auch gegen eine 
Reaktion zwischen der Carbonylgruppe des Betainaldehyds und der 
SH-Gruppe des GSH. Durch eine solche Reaktion, sei es eine Reaktion 
in Art der von Lazarow® angenommenen Kondensationsreaktion oder 
eine Additionsreaktion analog einer Aldehydsulfhydrat-Bildung, wiirde 
sich das Gleichgewicht durch die Entfernung des Betainaldehyds aus 
dem System zugunsten einer Umsatzsteigerung verschieben. 

Unseres Erachtens kann die Hemmwirkung des GSH durch eine 
Blockierung einer Stufe in dem mit der Cholindehydrogenase zusammen- 
hingenden Wasserstofftransportsystem gedeutet werden. worauf auch 
die BeeinfluBbarkeit der Glutathionhemmung durch wechselnde Cyto- 
chrom-c-Mengen hinweist. 

Wir méchten nicht versiumen, Herrn Dr. Erich Meyer fiir wertvolle Hilfe 
und Hinweise auch an dieser Stelle bestens zu danken. — 


Zusammenfassung 


SH-Glutathion besitzt in vitro eine deutliche Hemmwirkung auf 
Cholindehydrogenase, welche erst von gréBeren Mengen zugesetzter 
Schwermetallsalze (Fel, Cul!) oder von Cytochrom ¢ weitgehend auf- 
11* 
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vehoben wird. Die méglichen Ursachen der Hemmwirkuny von Gx 


werden diskutiert und als wahrscheinlichste eine durch das Glutathj 
verursachte Stérung im Wasserstofftransportsystem der Cho!indehyd; 


genase in Erwagung gezogen. 


Summary 


SH-Glutathione shows a marked inhibitory effect in vitro on choli 
dehydrogenase. The effect is largely abolished by the addition of ey 
chrome ¢ or of large amounts of heavy metal salts such as those 
divalent iron and copper. It is considered that the inhibitory acti 
is most probably due to interference by glutathione with the hydrog 
transfer system of choline dehydrogenase. 
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Uber die Dokosapolyensauren 
der Glycerinphosphatide aus Rinderleber 
Von 
E. Klenk und H. J. Tomuschat 
{us dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Koln 

(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Marz 1957) 


Uber die Konstitution der in den Glycerinphosphatiden der Rinder- 
leber vorkommenden ungesattigten C,,-Sdéuren berichteten Klenk und 
Dreike?, Aus den Séuren der durch Extraktion gewonnenen Glycerin- 
phosphatide isolierten sie die héchst ungesiattigten Anteile durch frak- 
tionierte Tiefkiihlkristallisation und trennten die so gewonnenen hoch- 
ungesittigten Sauren der Kettenlange nach durch Hochvakuumdestil- 
lation ihrer Methylester. 

Auf Grund der UV-Absorptionskurve nach Alkaliisomerisation der 
(,-Polyensiurefraktion und des oxydativen Ozonidabbaues kamen die 
Verfasser zu dem Ergebnis, daB in der C,,-Polyensaurefraktion folgende 
Komponenten enthalten sind: 

47-10-13-16-19_ Pokosapentaenséure und 44:7-19-13-16-19_P)okosahexaen- 
saure, 

Ferner hielten die Autoren das Vorhandensein weniger ungesattigter 
Siuren fiir sehr wahrscheinlich. 

In Fortsetzung dieser Arbeit wurde das in gleicher Weise erhaltene 
(,-Polvensiuregemisch, das in simtlichen Daten weitgehend dem oben 
heschriebenen glich, durch Gegenstromverteilung in seine Komponenten 
zerlegt. Auf diese Weise konnte eine C,,-Tetraen-. Pentaen- und Hexaen- 
Sure isoliert und das Vorhandensein einer C,,-Triensaure wahrscheinlich 
gemacht werden. Es ergaben sich auch Anzeichen fiir das Vorhandensein 
einer C,-Diensaure. 

Die Konstitutionsbestimmung erfolgte durch oxydativen Ozonid- 
abbau der freien Sauren sowie deren Methylester, saiulenchromatogra- 
phische Trennung und papierchromatographische Identifizierung der so 
entstandenen Dicarbonséuren. Der Abbau der Ester bewies auch die 
Divinvlmethan-Struktur der C,,-Polvenséuren. — Bei der Triensaure- 
Fraktion wurde auf den Ozonidabbau des Esters verzichtet. da diese 
Siure nur in geringen Mengen vorlag. 


'E. Klenk u. A. Dreike, diese Z. 300, 113 [1955]. 
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Tab. 1. Oxydativer Ozonidabbau der isolierten C,,-Polyensauren. ‘lenge der 
Abbau-Dicarbonsauren in Mol pro Mol Polyensaure. 









































Pe 

Pimelinsaure Glutarsre. Bernsteinsaiure —_|Malonsy. 

Cy. Halb- freie freie Halb- freie | freie 

Ester Saure Saure Ester Saure Saure 

r eee) 

Triensaure- 

Fraktion 0,720) 0,04 — 0,05 0,37 

— ee 
Tetraen. >aure 0,88 0,03») — 0,08 1,45 
sina Ester 0.79 0,11 0,01 — 0,05 1,40 
—n Saure 0,95 — — 0,04 2,11 
j Ester 0,88 0,15 “= — 0,03 2,16 
on Saure 0,12 0,05 — 0,80 3.13 
~ Ester = 0,19") 0,02 0,664) 0,12 2,80 

a) enthilt noch etwas Sebacin- und Adipinsiure — b) enthalt noch etwas Pimelinsiure - 

¢) enthalt wahrscheinlich noch Halbester der Bernsteinsiure — d) enthialt noch etwas Pimelin- yi 


Glutarsiure-monomethylester. 


Auf Grund des in Tab. 1 zusammengestellten Untersuchungserge. 
nisses enthalt das C,,-Polyensiuregemisch folgende Komponenten, deri 
Anteile am Gemisch mit Hilfe der Gegenstromverteilungskurven ¢. 
mittelt wurden: 

A7-10.13.16 — _Dokosatetraenséure 20% 

A7-10-13-16-19 _Dokosapentaensdure 69% 

A4-7-10-13-16.19. D)okosahexaensdure 9%. 


Das Vorhandensein geringer Mengen A*-1%13-Dokosatriensaure wil 





A}°-13. Dokosadiensiure (etwa 2°) ist wahrscheinlich, 
Die UV-Absorptionsspektren nach Alkaliisomerisation zeigen, (dal 
die untersuchten Sauren mit Ausnahme der nur in geringen Menge 
vorkonimenden Triensaure-Fraktion frei von héher ungesattigten Saure 
sind. Da die Abbau-Dicarbonsiuren der Hexaensaure auch Pimelinsaur 
(0,12 Mol/Mol Polyensiéure) enthalten, muB hier eine etwa 12-proz. Ver | 
unreinigung mit Pentaensiure angenommen werden, auch wenn dies | 
papierchromatographisch nicht nachgewiesen werden konnte. Der it 
Tab. 1 bei der Esterspaltung fiir die freie Pimelinsiure gefundene Wer 
von 0,19 Mol/Mol Polyensiure erscheint zu hoch, und es ist anzunehme 
da der papierchromatographisch identifizierten Pimelinsaure no’ 
andere Siiuren, wahrscheinlich Halbester der Bernsteinsiure, beigemett 
sind, die jedoch auf dem Papierchromatogramm nicht sichtbar wurde! 
Die bei den Abbau-Dicarbonsiuren in geringen Mengen gefunder 
Glutarsiure wird von Verunreinigungen des Cy5-Polyensduregemisth 
an Cy9-Polyensiuren herriithren, die zu 70—80% aus A>--Siuren le 
stehen? und demnach bei dem oxydativen Ozonidabbau Glutarsiu! 
liefern. Eine weitgehende Abtrennung dieser Verunreinigungen du! 


2 E. Klenk u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. 604, 4 [1957]. 
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nochmalige Destillation schien nicht ratsam, da bei diesen hochsiedenden 
(’,,-Siuren Vcranderungen durch Polymerisation und Isomerisierung un- 
vermeidlich sind. 

DaB im Laufe der Destillation besonders bei den C,,-Polyensiuren 
Verschiebungen von Doppelbindungen in Konjugation stattfinden, wurde 
bereits friiher! beobachtet. Im vorliegenden Fall konnten diese sekun- 
diren Veriinderungen durch moglichst vorsichtige Aufarbeitung auf ein 
ertrigliches AusmaB herabgesetzt werden. Man muB annehmen, dab die 
heim Ozonidabbau der Trien-, Tetraen- und Pentaen-Saure in kleinen 
Mengen gefundene Bernsteinsaéure aus derartigen isomerisierten Polyen- 
siuren entstanden ist. Ebenso ist natiirlich auch ein geringer Teil der 
beim Hexaensiiureabbau entstandenen Bernsteinsdure auf diese Ursache 
guruckzufiihren. 

Fiir das Vorhandensein von Oxalsaéure, die Klenk und Bongard?® 
hei ahnlichen Arbeiten in kleinen Mengen nachwiesen, konnte hier nicht 
der geringste Anhaltspunkt gefunden werden. 

Beim oxydativen Ozonidabbau der Polyensiuremethylester miissen 
die aus den mittelstaéndigen Divinylmethangruppen gebildete Malon- 
siure in freier Form, die vom Carboxylende des Molekiils stammenden 
hdheren Dicarbonsauren als Halbester vorliegen. Es zeigt sich aber, dali 
sich ein geringer Teil dieser héheren Dicarbonséuren als freie Sauren 
vorfindet. Man wird annehmen diirfen, daB diese bei der Ozonidspaltung 
durch Verseifung der Halbester entstanden sind, und es besteht kein 
Grund, daran zu zweifeln, daB die Doppelbindungen in der Diviny]- 
methangruppierung angeordnet sind. 

Da die C,,-Triensiure-Fraktion nur in sehr geringer Menge anfiel, 
muBbte auf eine weitere Reinigung verzichtet werden. — Aus dem Ver- 
lauf der UV-Absorptionskurve (Abb. 4) ergibt sich, daB ein ziemlich 
komplexes Siuregemisch vorlag, das etwa zur Halfte aus Monoensiduren 
und im tibrigen vorwiegend aus Dien- und Trien-Saéuren bestand. Die 
papierchromatographische Priifung des Hydrierungsproduktes zeigte. 
daB es sich der Hauptsache nach um C,,-Séuren handelte. Kleinere 
Mengen C,9- und C,,-Séiuren waren jedoch ebenfalls nachzuweisen. Das 
Ergebnis des Ozonidabbaues laBt nur mit einiger Wahrscheinlichkeit auf 
das Vorhandensein von A?-!0-13.Dokosatrien- und .4°13-Dokosadiensiure 
schlieBen. 

Die hier isolierte Hexaen- und Pentaensiure, die die Hauptmenge 
des C,.-Polvensiuregemisches ausmachen, gehéren, wie ersichtlich. dem 
Linolensiuretyp. die Tetraensiure dagegen dem Linolsiuretyp an. Nur die 
in geringen Mengen vorhandene und in ihrer Konstitution noch nicht end- 
siltig sichergestellte Trien- und Diensaure entsprechen dem Olsiiuret yp. 

A*-19-15-16_Dokosatetraen- und A4-7-10-13-16-19_ Dokosahexaensaure sind 
von Klenk und Lindlar‘ auch aus Gehirnphosphatiden dargestellt wor- 


: E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 
"E. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1955]. 
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den. Fiir das Vorhandensein der in den Gehirnphosphatiden » achgeyie. 
senen .44:7-10-13-16. Dokosapentaensiiure? sind hier keine Anh iltspunkt 
gegeben. Wiaihrend in dem C,,-Polyenséuregemisch aus Gehirphosphe. 
tiden die Tetraen- und Hexaensaure tiberwiegen und der Pei aensiyy. 
anteil nur gering ist, liegen die Verhaltnisse bei den C5-Po! vensiury 
der Leberphosphatide umgekehrt. Hier bildet die Pentae: siiure de 
weitaus gréBten Anteil am Gemisch. 

Mit Hilfe siulenchromatographischer Verfahren isolierten  bereis 
Riemepschneider und Mitarbb.® aus Nebennieren eine Dokos. 
pentaensiure und Hammond und Lundberg® aus Gehirnphosphe. 
tiden eine Dokosahexaensiiure. Konstitutionsbestimmungen sind jedoc 
in keinem Fall ausgefiihrt worden. 


Beschreibung der Versuche 
I. Gewinnung: der C,,-Polyenfettsauren 


In der schon friiher beschriebenen Weise? wurden aus 1,7 kg Phosphatid 
(P 3,35°,), die aus 47,6 kg Rinderleber gewonnen worden waren, 1000 g Fettsiur. 
methylester und daraus 313.7 g hochungesattigte Fettsauren (JZ* 243) erhalter 
Nach Uberfiihrung in die Methylester (UV-Spektrum vor und nach der Alkal 
isomerisierung s. Abb. 1.) destillierte man unter Benutzung einer langen Kolony 
bei einem Druck von 10~4 Torr in 3, etwa gleich groBen Ansatzen, die kurzkettige 
Fettsauren ab (206,5 g Methylester, Sdp. 10-4 71—111°, Badtemp. 215—24/) 
und fraktionierte anschlieBend unter gleichen Bedingungen aus den vereinigte 
Destillationsriickstanden iiber eine kiirzere Kolonne, die C,,-Sauren heraus (Tab.? 
Die mit einem versilberten Vakuummantel geschiitzten und mit V2A-Drahtnet: 
sitteln gefiillten Kolonnen (@ 29 mm) waren 75 bzw. 30 cm hoch. 

Die Methylester gingen als farblose, leicht bewegliche Ole iiber (nur Frakt.| 
u. 2 waren hellgelb bzw. andeutungsweise gelb gefarbt). Die hydrierten Saur 
von Frakt.5—9 gaben mit Behensaéure (Schmp. 79,5°, Aquiv.-Gew. ber. 340, 





keine Schmelzpunktsdepression. Durch Molekulardestillation der Riickstiné: 









Abb. 1. UV-Spektren der Meth! | 
es:er der hochungesiittigten Fet- | 
sduren ( ) und der Frakt. der 
Cy.-Polyensauren (-----); a) 10 
merisiert® b) nicht isomerisier. 
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5 8. F. Herb, L. P. W. Witnauer u. R. W. Riemenschneider, J. Ame 
Oil Chemists’ Soc. 28, 505 [1951]. 

6 G. Hammond u. W. O. Lundberg, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 30, 4 
[1953]. 

7 K.W. Rosenmund u. W.Kuhnhenn, Z. Unters. Nahr. Genubm. 4 
154 [1923]. 

®* R.T. Holman u.G. 0. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 
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Tab. 2. Fraktionierte Destillation der die C,,-Polyensauremethylester enthaltenden 
vereinigten Destillationsriickstande. 





























Methylester | Hydrierte Sauren 
Schmp. Aquiv.-Gew. 
| Bad- | Sdp.10 . eo 17, [E]}20" . : 
Fr. | temp. | 0 eo te ani roh umkrist. | roh umkrist. 
} 0 © (4 233m) 0( 0(' oc oC 
1 | 240 | 118—122] 11,5 |274 68.0 68,9 320 320 
» | 240 | 122 11,2 |281 69.1 69,7 321 321 
3 | 240 | 122—123] 11,2 ]286 72,5 | 71,9 330 329 
4 | 242 |123—125 6.5 |288 75.8 76.5 343 333 
5 | 242 |125—127] 6,5 |295) 38,6 77,5 78.4 337 337 
H | 242) 127 6,6 |297] 38,8 | 76.8 | 79.2 | 348 339 
7 245 | 127—129 7.2 {300 39.4 hiss 79,7 349 oot 
S| 247 | 129 7,3 1296 46.1 iY ff - 79.9 348 341 
i) | 249 Abfail 3.5 |301 48.2 78.5 GO54 347 339 
| 








* Nicht isomerisiert. 
lieben sich noch weitere 9,2 g Methylester gewinnen. Jedoch war in dieser Fraktion 
. a. >] o ° Ow 
der Gehalt an isomerisierten Produkten schon sehr hoch ((E}\., bei 233 bzw. 
269 mu = 130 bzw. 199). 


Il. Trennung des C,,-Polyenfettsauregemisches 

Die aus den vereinigten Frakt. 5—9 gewonnenen freien Sauren (s. Abb. 1) 
wurden in 3 Ansatzen durch Gegenstromverteilung ® in einer 200-stufigen, vollauto- 
matischen Apparatur getrennt (Volumen der oberen und unteren Phase je 25 ccm). 
Als Losungsmittel dienten n-Heptan fiir die obere und Methanol-Acetonitril-Eis- 
essig (1: 1: 1) fiir die untere Phase. Beide Phasen wurden durch 2 stdg. Schitteln 
aquilibriert. 

Bei jedem Ansatz wurden etwa 10g Sauren gleichmaBig verteilt in das 
4.und 5. Verteilungselement gegeben. Nun lieB man so lange obere Phase iber 
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tionen im 1. Ansatz. 


"ELH. Ahrens jr. u. L. C. Craig, J. biol. Chemistry 195, 299 [1952]. 
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die stationare untere laufen, bis die die Apparatur verlassenden Frak: ionen kei); 
Substanz mehr enthielten. Als MaB fiir die in einer Fraktion enthalte: » Substay, 
menge diente das Volumen an n/10-Bromlésung’?, das 2 ccm der « etreffende 
Fraktion verbrauchen, abziiglich des vorher bestimmten Blindwertes. \bb. 2 zi 
die so erhaltenen Verteilungskurven. 

Um die Saurefrakt. gegeneinander abzugrenzen, wurden von e zelnen 4); 
gedampften Proben des Ansatzes 1 nach der Alkaliisomerisierung die | V-Spektre 
aufgenommen (Tab. 3). Dementsprechend vereinigte man, wie aus Ti}. 4 ersich 
lich, analoge Saurefrakt. und reinigte sie mit Ausnahme der Triensaure‘rakt. dur: 
nochmalige Gegenstromverteilung. Im Fall der Pentaensaurefrakt. wurden {i; 
diesen Zweck nur die Spitzenfraktionen verwendet. 


Tab. 3. Extinktionsmaxima der ausgewahlten Fraktionen des 1. Ansatzes na 
Alkaliisomerisierung®. 




















. (Elem 
Fraktion : 
233 mu 269 mu 301 mu | 347 mu 374 mu 

550—630 168.5 142 100,5 68 — 
510 413.5 380 310 22 _— 
494 520 506.5 399,5 35,5 ~ 
478 520 509 385 48 ~ 
450 548.5 516 439.5 319 -- 
430 548.5 504,5 485,5 464 ~ 
410 575 540,5 506.5 500 _— 
390 480 454,5 460.5 479.5 _ 
370 503 451.5 446.5 460.5 38,5 
350 518 439.5 415 413,5 13,0 
330 650.5 523 427 373 203.5 
304 548.5 464 382.5 351.5 239 
286 600.5 520 457 400.5 299 
270 600.5 523 450 385 245.5 




















Tab. 4. Die vereinigten Siurefraktionen der Gegenstromverteilungen (Abb. 2 





| Pentaensaurefrakt. 





‘ eee Tetraen- . sauf- | Hexae 
Gegenstrom- | Triensaure- oie, des ab- Spitzen- des auf- ea 
rerteilune frak saure- | fallenden steigen- | Sau 
verteilung rakt. fake t frak- oO frakt 

rakt. Kurven- den Kur-| {@s!: 


tionen 


teils venteils 





630—542 | 541—460 | 459—424 | 423—400 | 399—350 | 349-1" 
550—470 | 469—418 | 417—390 | 389—370 | 369—320 | 319-1" 
550—470 | 469—414 | 413—394 | 393—370 | 369—322 | 321—l! 











wom 














Mengen 











sa | 1238" | 9.50 g 410g | 547g | 5,73; 


* In der hier aufgefiihrten Menge ist auch die Triensiiurefrakt. einer zweiten, etwa ¢ 
groBen Aufarbeitung enthalten. 


Abb. 3 zeigt die Verteilungskurven der 3 Saurefraktionen. Es wurden nv 
wieder die Spitzenfraktionen wie folgt vereinigt: a) Frakt. 348—362; b) Frakt. 2 
bis 292; c) Frakt. 266—300 und daraus nach Abtrennung von unverseifbaren :! 
teilen (Hahnfett) schlieBlich die gereinigten Sauren erhalten. Ausbeuten: a) Tetra 
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siure 1,3 g; >) Pentaenséure 2,0 g; c) Hexaensaure 1,0 g. Hellgelbe, auch bei 0° 
leicht bewegliche Fliissigkeiten. 

Von der nicht weiter gereinigten Triensaurefrakt. (Tab. 4) verblieben nach 
Entfernung des Unverseifbaren noch 0,6 g eines etwas dunkler gefarbten und bei 0° 


etwas zahfliissigeren Ols. 


Abb. 3. Verteilungskurven; a) Tetraen- 
siurefrakt.: b) Spitzenfraktionen der 


Pentaensiiurefrakt. ; c) Hexaensaurefrakt. 





III. Die quantitative Zusammensetzung 
des C,,-Polyensauregemisches 
Die Berechnung erfolgt auf Grund des Bromverbrauches der bei der Gegen- 
stromverteilung des C,.-Polyenséuregemisches erhaltenen Fraktionen. Zu diesem 
Zweck werden die Verteilungskurven (Abb. 2) in 4 Einzelkurven, die jeweils den 
einzelnen Komponenten entsprechen, aufgeteilt, wie dies bei der Verteilungskurve 
des 1, Ansatzes aus den eingezeichneten punktierten Linien ersichtlich ist. Im 


iibrigen ergeben sich die Einzelheiten der Berechnung aus Tab. 5. 


Tab. 5. Zusammensetzung des C,,-Polyensiuregemisches. 





; Te- | Pen- 
Trien- | aen-| taen. | Hexen 
Ansatz| saure- atta rseeane saure- 
@ekt.l Sa. leon, | frakt. 
: frakt.| frakt. 





0,83 | 12,55 | 53.85 Lie 
] 























Bromverbrauch 2 0.92 2.51 | 50.53 8.56 

Gesamtmenge* 3 0,73 8,87 | 41,55 yi 8: Summe 

' ),.28 3,14 | 10,77 1,29 15.48 
Bromverbrauch l ! 

pro Rietbindeng 2 0,31 3,13 | 10,11 1.43 14,98 

= a 0,24 2,221 831 1.19 11.96 

; " 2 OQ 5 6 
Zusammensetzung 1.8 20,4 69.5 8,3 

in ° des Saurevemiscl es 2 2,1 20,9 67,6 9,4 

ail itil 3 2.0 118.6 | 69,5 99 | 

Mittlerer °,-Gehalt 2.0 | 20,0 | 68,8 9,2 

















i cem 1 10-Bromlésung von je 1 eem oberer Phase der Fraktionen 

Die Berechnung der quantitativen Zusammensetzung des C,,-Polyensiuregemisches auf Grund 
ler UV-Spektren des isomerisierten Gemisches und seiner Komponenten ist nicht méglich, da dic 
“inzelnen Proben nicht unter gleichen Bedingungen isomerisiert waren. Wiihrend fiir die Komponenten 
“ur lsomerisierung durch Titration mit n-Schwefelsiure eingestelltes 21 -proz. KOH-Glykol verwendet 
wurde, betrug der KOH-Gehalt des fiir das Spektrum des Gemischs benutzten KOH-Glykols, wie 
‘th nachtriglich herausstellte, etwa 20%. 
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IV. Die Dokosatriensaurefraktion 


Jodz. 160. UV-Spektrum der isomerisierten und nicht isomeriscrten Siyp 


s. Abb. 4. Hydrierte Saure, Schmp. 68,6° (roh) bzw. 75,6° (umkrist.). mit Behe 
siure keine Schmelzpunktsdepression; Aquiv.-Gew. 359 (roh) bzw. 348 (umkrist 
Die umkristallisierte Substanz verhalt sich papierchromatographisch!" wie Behe; 
siure. In der Mutterlauge sind papierchromatographisch Arachinséure and Steari 
sdure nachzuweisen. 











nie 


Abb. 4. UV-Spektrum der Dokosatriensiurefraktion mit 21-proz. KOH-Glyk 
isomerisiert !! (a) und nicht isomerisiert (b). 


Ozonidspaltung: 51,5 mg wurden nach Klenk und Bongard? ozonisier 
und oxydativ gespalten. Weitere Aufarbeitung wie friiher? beschrieben. Von ¢: 
in 10 cem 3°, Butanol-Chloroform gelésten Abbau-dicarbonséuren wurden 2 ¢«: 
(entspr. 10,3 mg Triensdurefrakt.) mit Saule D chromatographiert (Abb. 5). 





T 5% 1 10% | 20%, 

















rakt —— 

Abb. 5. Chromatographische Trennung der Abbau-Dicarbonsauren der Dokos 
triensaurefrakt. (entspr. 10,3 mg Saure) durch Saule D in Mol/Mol Triensaure. - 
1% (8—27): 2.460 cem n/100-NaOH, gef. 0.405 Mol Pimelinsaéure (mit wen: 


Sebacinsaure) ; 3°,, (32—48): 1,510 cem n/100-NaOH, gef. 0,245 Mol Pimelinsaur. | 


5°, (59—67): 0,436 com n/100-NaOH, gef. 0,071 Mol Pimelinséure + Adipii 

saure; 10° (77—84): 0,213 cem n/100-NaOH, gef. 0,035 Mol Glutarsaure; 2 

(96—105): 0,277 ccm n/100-NaOH, gef. 0,045 Mol Bernsteinsaure; (106—122 
2,270 com n/100-NaOH, gef. 0,368 Mol Malonsaure. 


Die papierchromatographische Priifung der isolierten Spaltstiicke na’ 
Seher!2 ergab, daB es sich bei Frakt. 827 um Pimelinsaure und etwas Sebacir 
sdure, in Frakt. 32—48 um reine Pimelinsaure und in Frakt. 59—67 um Pimeli 
sure und Adipinsiure handelte. Nach Lugg und Overell'® gepriift, erwies si! 


10H. Wagner, L. Abisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 38, 153! 
[1955]. 
1S. F. Herb u. R. W. Riemenschneider, J. Amer. Oil Chemists % 
29, 456 [1952]. 
12 A. Seher, Fette u. Seifen 58, 401 [1956]. 4 
13. J. W.H. Lugg u. B. T. Overell, Nature [London] 160, 87 [1947]. 
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Frakt. 77-4 als Glutarsaure, Frakt. 96—105 als Bernsteinsdéure und Frakt. 
j0§ 122 als Malonsdure. Den friiheren Erfahrungen entsprechend sind mit det 
siule D nur Malonséiure, Bernsteinsiure und Glutarsdure scharf abzutrennen. 
Die hoheren Dicarbonséuren sind mit dieser Saéule nur unvollkommen trennbar. 
Die Pimelinsiure verteilt sich in der Regel wie im vorliegenden Fall auf die mit 
12, 3% und 5°, Butanol-Chloroform eluierten Fraktionen. 


V. Die Dokosatetraensaure 
Jodz. 256* (Cy,H 3,0, ber. 305.2). UV-Spektrum der isomerisierten und nicht 
jsomerisierten Siure s. Abb. 6. Hydrierte Saure, Schmp. 78.2° (roh) bzw. 79.2° 
umkrist.). mit Behenséure keine Schmelzpunktsdepression; Aquiv-.Gew. 341 (roh) 
haw. 341 (umkrist.). Papierchromatographisch!? verhalt sich die Substanz wie reine 
Behensaure. 

















| 
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Abb. 6. Abb. 7. 


Abb. 6. UV-Spektrum der Dokosatetraensiure, mit 21l-proz. KOH-Glykol iso- 
merisiert!! (a) und nicht isomerisiert (b). 


Abb. 7. Chromatographische Trennung der Abbau-Dicarbonséuren der Dokosa- 
tetraensaure (entspr. 9,7 mg Saéure) durch Saule D in Mol Mol Tetraensaure: 
1°, (7—32): 4.570 cem n/100-NaOH, gef. 0,785 Mol Pimelinsaéure; 5°, (54—6s): 
0,538 ccm n/100-NaQH, gef. 0,092 Mol Pimelinséure; 10°, (79—87): 0.205 cem 
n100-NaOH,. gef. 0,030 Mol Pimelinséure + Glutarsaure; 20°, (97—103): 
048lcem n/100-NaOQH, gef. 0.083 Mol Bernsteinséure, nicht identifizierbar; 
(104—121): 8,450 cem n/100-NaOH, gef. 1,450 Mol Malonsaure. 


Ozonidspaltung 

l. Freie Saure. Die Abbau-Dicarbonséiuren von 97,0 mg Tetraensaure 
wurden in 10 cem 5°, Butanol-Chloroform gelést. 1 cem (entspr. 9.7 mg) davon mit 
Saule D chromatographiert (Abb. 7). 

Die papierchromatographische Untersuchung! ergab fiir die Frakt. 7—16, 
1i—32 u. 54—68 Pimelinsiure, 79—87 Pimelin- u. Glutarsiure, 104—121 Malon- 
saure. Frakt. 97—103 war nicht identifizierbar. Zur weiteren Identifizierung der 
Pimelinsiure wurden die Abbau-Dicarbonsauren aus 400 mg Fettsiure zur Zer- 
storung der Malonsaure 2 Stdn. auf 150° erhitzt und nach beendeter Gasentwicklung 
bei derselben Temperatur die verbliebenen Sauren im Vakuum an einen Kihl- 
finger sublimiert. Durch Umkristallisation aus Benzol und Wasser erhielt man reine, 
papierchromatographisch einheitliche Pimelinsaure. Schmp. 100,4°. Mit einer 
lest-Pimelinsiiure (Schmp. 96,0°) keine Schmelzpunktsdepression. 


* 4 . > a . 
Nach der Methode von Rosenmund u. Kuhnhenn erhalt man bei die- 

a yee cass : 
en Polyensaiuren niedrigere Werte als nach anderen Methoden. 
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2. Methylester: Die Abbausiuren von 108,0 mg Ester wurde: nach Ry 
fernung des Lésungsmittels im Vakuum iiber Schwefelséure get:ocknet y 
sofort ohne vorherige Petrolatherbehandlung in 10 cem 5% Butano!-Chlorofory 


gelést. Man chromatographierte 1 ccm (entspr. 10,8 mg Ester) mit Sau! D (Abb, 











dL [| 








Abb. 8. Chromatographische Trennung der Abbausaéuren des Dokosatetraey. 
siuremethylesters (entspr. 10,8 mg Ester) durch Saule D in Mol/Mol etraensiur. 
ester. — 1°, (6—13): 3,540 cem n/100-NaOH + 2,470 cem n/100-NaOH dur 
Verseifen, gef. 0,794 Mol Pimelinsiurehalbester + 0,344 Mol Monocarbonsaur: 
(14—33): 0,626 cem n/100-NaOH, gef. 0,100 Mol Pimelinséure; 5°, (57—59 
0,062 cem n/100-NaOQH, gef. 0,010 Mol Pimelinsaure, nicht identifizierbar; 20 
(79—S82): 0,031 com n/100-NaOH, gef. 0,005 Mol Glutarsaiure nicht identifizierbar; 
(85—94): 0,334 cem »/100-NaOH, gef. 0,052 Mol Bernsteinsaéure; (95—II 
8,730 cem n/100-NaOH, gef. 1,403 Mol Malonsaure. 


Nach Verseifung des Halbesters konnte die aus Frakt. 6—13 isolierte Dicarbo:- 
siure papierchromatographisch!* wieder als Pimelinsdéure identifiziert werde 
Frakt. 14—33 war Pimelinséure, Frakt. 85—94 Bernsteinsaure, Frakt. 57—59 1 
Frakt. 79—82 konnten nicht identifiziert werden. 





VI. Die Dokosapentaensaure 


Jodz. 344 (C,,H,,0, ber. 383.8). UV-Spektrum der isomerisierten und nicl 
isomerisierten Saure s. Abb. 9. Hydrierte Saure, Schmp. 78,5° (roh) bzw. 7. 
(umkrist.), mit Behensiure keine Schmelzpunktsdepression, Aquiv.-Gew. 341 (ro 
bzw. 342 (umkrist.). Papierchromatographisch!® verhalt sich die Substanz wy 
reine Behensaure. 























Abb. 9. UV-Spektrum der 
l Dokosapentaensaure, mil 
| | | 21-proz. KOH-Glykol is 
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Ozonidspaltung 
|. Freic Saure: Die Abbau-Dicarbonséuren von 120,5 mg Pentaensaure 
wurden in 10ccm 10°, Butanol-Chloroform gelést und 1 ccm davon (entspr. 
12.0 mg Saure) mit Saéule D chromatographiert (Abb. 10). 


70 
| 


“Tae 7 











Abb. 10. Chromatographische Trennung der Abbau-Dicarbonsaéuren der Dokosa- 

pentaensdure (entspr. 12,0 mg Saure) durch Saule D in Mol/Mol Pentaensaure. - 

1°, (6—44): 6,160 com n/100-NaOH, gef. 0,844 Mol Pimelinséure; 3°, (53—79): 

0.805 com n L00-NaOH, gef. 0,100 Mol Pimelinséure; 10°, (98—101): 0.049 com 

1 100-NaOH, gef. 0,006 Mol Glutarsaure, nicht identifizierbar; 20°, (116—121): 

0.282 com n/100-NaOH, gef. 0,038 Mol Bernsteinséure; (122—141): 15.400 ccm 
n/100-NaOH, gef. 2,110 Mol Malonsiaure. 


Die papierchromatographische Untersuchung der isolierten Spaltstiicke 
ergab fiir die Frakt. 6—44 und Frakt. 53—79 Pimelinsaure!*:!4, fiir die Frakt. 
49-121 Bernsteinsiure und fiir Frakt. 122—141 Malonsaure!3. Zur weiteren 
ldentifizierung der Pimelinséure wurde die Substanz auch auf praparativem Wege 
wie unter V/1 isoliert. Schmp. 95,0°. Mit Test-Pimelinséure (Schmp. 96.0°) keine 
Schmelzpunktsdepression. Papierchromatographisch!* war die Substanz einheitlich 
und mit Pimelinséiure identisch. 

2. Methvlester: Die wie bei V/2 erhaltenen Abbausduren von 140.6 mg 
Ester wurden in 10 cem 5% Butanol-Chloroform gelést und 1 ccm davon (entspr. 
14.1 mg Ester) mit Saule D chromatographiert (Abb. 11). 

















\bb. 11. Chromatographische Trennung der Abbausaéuren des Dokosapentaen- 
‘iuremethylesters (entspr. 14,1 mg Ester) durch Saule D in Mol/Moi Pentaensaure- 
ester, — 1°, (6—31): 3,890 cem n/100-NaOH + 3,600 cem n/100-NaOH durch 
Verseifen, gef. 0.882 Mol Pimelinsaiurehalbester -- 0,049 Mol Monocarbonsaure: 
3" (32—46): 1,195 cem n/100-NaOH, gef. 0,146 Mol Pimelinsaure, nicht identifi- 
vierbar; 20°, (S8—97): 0,231 cem n/100-NaOH, gef. 0,028 Mol Bernsteinsaure ; 
(98—115): 17,600 cem n/100-NaOH, gef. 2,155 Mol Malonsaure. 


Nach Verseifung des Halbesters konnte die aus Frakt. 6—31 isolierte Di- 
carbonsaure papierchromatographisch!? als Pimelinsaiure identifiziert werden. 


' E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 292, 268 [1953]. 











176 i. Klenk und H. J. Tomuschat, 15.1, 308 (1937 


Die Identifizierung der Frakt. 32—46 ist nicht gelungen, jedoch diirti es sich \ 
bei VI/1 um Pimelinsiure gehandelt haben. Frakt. 88—97 erwies sich als Be 
steinsiure, Frakt. 98—115 als Malonsaure. 


Vil. Die Dokosahexaensaure 

Jodz. 400 (C,,H,,0, ber. 463.5). UV-Spektrum der isomerisiert«n und y 
isomerisierten Saure s. Abb. 12. Hydrierte Saure Schmp. 77.9% (rol) baw. 7s 
(umkrist.), mit Behensaiure keine Schmelzpunktsdepression, Aquiv.-Gow, 357 ( 
baw. 341 (umkrist.). Papierchromatographisch!® verhalt sich die Subst anz wien 
Behensiure. 

Ozonidspaltung 

1. Freie Saure: Die Abbau-Dicarbonséuren von 94,9 mg Hexaensiy 

wurden in 10 cem 5°,, Butanol-Chloroform gelést und 1 cem davon (cutspr. 951; 
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Abb. 12. UV-Spektrum der Dokosahexaensaéure, mit 21-proz. KOH-Glykol » 
merisiert !! (a) und nicht isomerisiert (b). 


Abb. 13. Chromatographische Trennung der Abbau-Dicarbonsauren der Doko 

hexaensaure (entspr. 9,5 mg Saure) durch Saule D in Mol/Mol Hexaensaure. - 

1%, (9—17): 0,167 cem n/100-NaOH, gef. 0,038 Mol Pimelinsaure: 3°, (21-4 

0,361 cem n/100-NaOH, gef. 0,083 Mol Pimelinsdiure; 10°, (57—70): 0,259: 

n/100-NaOH, gef. 0,054 Mol Glutarsaure; 20% (80—90): 3,655 cem n/100-Nabll 

gef. 0,804 Mol Bernsteinsaure; (91—108): 14,375 ccm n/100-NaOH, gef. 3,125) 
Malonsaure. 


Die papierchromatographische Untersuchung!® der isolierten Spaltstir: 
ergab fiir die Frakt. 9—17 und Frakt. 21—43 Pimelinsaure, Frakt. 57—70 Glutw 
saure, Frakt. 80—90 Bernsteinséure und Frakt. 91—108 Malonsaure. 

2. Methylester: Die wie bei V/2 erhaltenen Abbausauren von 99,51 
Ester wurden in 10 cem 5% Butanol-Chloroform gelést und 1 ecm davon (ents! 
10,0 mg Ester) mit Saiule D chromatographiert (Abb. 14). 


Nach Verseifung des Halbesters konnte die aus Frakt. 8—33 isolierte Dicarho: 





sdure papierchromatographisch'* als Bernsteinsdure, mit etwas Pimelinsaure ! 
Glutarsiure, identifiziert werden. Die papierchromatographische Untersuchit 
ergab bei der nicht verseiften Frakt. 99—108 Bernsteinsaure, Frakt. 109—!° 
Malonsaure. In Frakt. 36—60 lieB sich etwas freie Pimelinsdiure nachwe' 
Die Hauptmenge dieser Fraktion diirfte als Bernsteinsaure-monomethylester \" 
gelegen haben, der im Papierchromatogramm in der Front lauft und deshalb ni 

sichtbar wird. Frakt. 74—82 konnte nicht identifiziert werden. 
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trakto — 


\bb. 14. Chromatographische Trennung der Abbauséuren des Dokosahexaensaure- 
methylesters (entspr. 10,0 mg Ester) durch Saule D in Mol/Mol Hexaensaure- 
ester, 1°, (8—33): 2,645 com n/100-NaOH + 1,910 com /100-NaOQH durch 
Verseifen, gef. 0.659 Mol Bernsteinséiurehalbester (mit etwas Pimelin- und Glutar- 
siurehalbester) +- 0,254 Mol Monocarbonsaure; 3°, (36—60): 1,090 ccm 7/100- 
NaOH, gef. 0.193 Mol Pimelinséure + Bernsteinsdurehalbester; 10°% (74—82): 
0,135 cem n/100-NaOH, gef. 0,023 Mol Glutarsiure nicht identifizierbar; 20°,, 
49—108): 0,678 com n/100-NaOH, gef. 0,117 Mol Bernsteinsaure; (109—135): 
16,220 com /100-NaOH, gef. 2,800 Mol Malonsaure. 
VIII. Papierchromatographische Untersuchung 
der Dokosapolyensauren 

Kine Methode zur papierchromatographischen Untersuchung der Polyen- 
siuren wurde bereits von Mangold, Lamp und Schlenk!® beschrieben. Gute 
Ergebnisse konnten vor kurzem? ebenso mit der von Bernhard?!® modifizierten 
Kaufmannschen Methode" erzielt werden. Die letztere Methode hat sich auch im 
vorliegenden Fall, wie aus der Abb. 15 ersichtlich, gut bewahrt. Demnach ist die 


| 
C,,-Triensiure-Fraktion pI007 *- —2:> 
C,.-Trienséure-Fraktion ¢2007 <> Coo» 


C,.-Hexaensiaure +100 7 O 
C,.-Pentaensaiure 7100) © 


j 100} © 
C,,-Tetraen-, 
»o-Tetraen = DOWae 


Pentaen- u. 10d } 
Hexaensiure je 


Co-Tetraensaiure 


Abb. 15. Papierchromatogramm der Cy.-Polyenséuren nach Wagner, Abisch 
und Bernhard!®. 

solierte Tetraensiure ebenso wie die Pentaensdure und Hexaensaure papierchro- 

matographisch einheitlich. Ein Gemisch der 3 Sauren ist auf diese Weise scharf 

Voneinander zu trennen. Demgegeniiber ist im Papierchromatogramm deutlich 

aerkennen, daB die Triensiurefraktion nicht einheitlich ist. , 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbandes der Chemischen Industrie (Fonds der 
chemischen Industrie) unterstiitzt. 

15 r ‘ ‘ -— 

ale H. K. Mangold, B. H. Lamp u. H. Schlenk, J. Amer. chem. Soc. 77, 
6070 [1955] 
(1955). 


HH. P. Kaufmann u. W. H. Nitsch, Fette u. Seifen 56, 154 [1954]. 
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Zusammenfassung 


Durch Gegenstromverteilung konnte aus dem C,,-lolyensiyy 
gemisch der Glycerinphosphatide der Rinderleber A?! '>-16.Doko, 
tetraensiiure, /17:10-13-16-19_Pokosapentaensiiure und A4:7-10-1 5-16-19. py), 
sahexaensiiure isoliert werden. Es ergaben sich auch gewisse Artal 
punkte fiir das Vorkommen einer A714. Dokosatriensaure und ei), 
A013. Dokosadiensiure in allerdings sehr kleinen Mengen. Das Sip, 
gemisch hat etwa folgende Zusammensetzung : 2% Dien- und Triensiy 
20°,, Tetraensiiure, 69°, Pentaensiure und 9° Hexaensaure 


Summary 


7-10-13-16_ Docosatetraenvic acid, A7-1%18-16-19.docosapentaenoic acil 
and A4:7-10-13-16-19_ocosahexaenoic acid have been isolated by counte. 
current distribution from the C,.-polyene acid mixture of the glycer. 
phosphatides of bovine liver. There was also some evidence for th 
presence of very small amounts of a A7%:1°1!4-docosatrienvic acid ani 
a A!9-13.docosadienoic acid. The acid mixture contains approximate) 
2 per cent of dienoic and trienoic acid, 20 per cent of tetraenoic acil 
69 per cent of pentaenoic acid and 9 per cent of hexaenoic acid. 


Uber die Dokosapolyensiuren Ld. 308 (1957 
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Die Synthese 


der Pipecolinséure durch RingschluB von Lysin 
Von 
Ulrich Schiedt und Hans Giinter Héss 
Aus dem Max-Planck-Institut ftir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1957) 


In den letzten Jahren wurde Pipecolinsiéure (Piperidin-carbon- 
siure-(2)) in verschiedenen Pflanzen gefunden’, wo sie, wie Versuche 
mit Lysin-{1-"4C] und Lysin-[6-4C] zeigten, durch Cyclisierung von 
Lysin entstcht?. Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Biogenese 
der Piperidin- und Pyridinalkaloide wurde es wahrscheinlich, dab die 
Pipecolinsiure als mégliche biologische Vorstufe in Frage kommt. Um 
dies zu beweisen, muBte ein Weg gefunden werden, die Pipecolinsaiure 
moglichst im Ring — mit 4C zu markieren. 

Die gebriiuchliche Darstellungsmethode — Reduktion der Pyridin- 
carbonsiure-(2)34 — bot dazu keine Méglichkeit. Auf der anderen Seite 
likt sich Lysin, das in 1-, 2- oder 6-Stellung markiert ist, leicht dar- 
stellen®. Es lag also nahe, Pipecolinséiure durch RingschluB von Lysin 
mbereiten. Prolin war von P. B. Hamilton® durch Cyclisierung von 
?.Chlor-5-amino-valeriansiure erhalten worden. Letztere wurde durch 
Reaktion von Ornithin mit Nitrosylchlorid gewonnen, wobei nur die 
2-Aminogruppe gegen Chlor ausgetauscht wird’. 

Wir setzten L(+-)-Lysin analog der von Fischer und Warburg® 
heschriebenen Methode in der Kalte mit Nitrosylbromid um. Das 
teaktionsgemisch ergab nach Zusatz von Alkali zwei ninhydrinpositive 
Substanzen, von denen die eine papierchromatographisch mit Pipecolin- 
siure identisch ist. Die Pipecolinsiéure wurde durch Chromatographie 
a Dowex 2 abgetrennt und nach mehrfachem Umkristallisieren in 
Form ihres Hydrochlorids (Zers.-P. 256—257°) erhalten. Aus dem 

'R. I. Morrison, Biochem. J. 50, XIV [1952]; R. M. Zacharius. 
J. PF. Thompson u. F.C. Steward, J. Amer. chem. Soc. 74, 2949 [1952]: 
R. 1. Morrison, Biochem. J. 58, 474 [1953]; R. M. Zacharius, J. F. Thompson 
uo F.C. Steward, J. Amer. chem. Soc. 76, 2908 [1954]; N. Grobbelaar, 
\. M. Zacharius u. F.C. Steward, ebenda 76, 2912 [1954]. 

* PH. Lowy, Arch. Biochem. Biophysics 47, 228 [1953]: N. Grobbelaar 
. F.C. Steward, J. Amer. chem. Soc. 75, 4341 [1953]. 

* A. Ladenburg, Ber. dtsch. chem. Ges. 24, 640 [1891]. 

'F. Mende, Ber. dtsch. chem. Ges. 29, 2887 [1896]. 

*S. Lindstedt, Acta chem. scand. 7, 340 [1953]; D. T. Warner u. O. A. 
Moe, J. Amer. chem. Soc. 70, 3918 [1948]. 

: P. B. Hamilton, J. biol. Chemistry 198, 587 [1952]. 

'G. Zemplén u. Z. Csiirés, Ber. ges. Gynakol. Geburtshilfe 62, 2118 [1929]. 

* E. Fischer u. O. Warburg, Liebigs Ann. Chem. 340, 171 [1905]. 
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Vergleich der fiir die Substanz gefundenen spezifischen Drehung » 


den in der Literatur angegebenen Werter*® folgt, daB bei dem Rij, 


schluB D-Pipecolinsiiure entstanden ist. 

Nach Abschlufs unserer Versuche erfuhren wir, dab die eben; 
in Pflanzen gefundene 4-Hydroxy-pipecolinséiure durch Reaktion \ 
t-Hydroxy-lysin mit Nitrosylehlorid und anschlieBender Cyctisierung 
geringer Ausbeute dargestellt wurde!®. 


Beschreibung der Versuche 
p-(+-)-Pipecolinsiure 

15g¢ L-(+)-Lysin-dihydrochlorid und 0,3 g Kaliumbromid wer 
in 5 cem Wasser gelist. Nach Zugabe von 1,5 ¢ Brom wird unter Kiihlung | 
Kiswasser wahrend 5 Stdn. ein starker Strom von Stickoxyd in das Cemi 
eingeleitet. 2—3 Stdn. nach Beginn des Einleitens werden weitere 0,5 ¢ Bi 
zugesetzt. Nach Beendigung der Reaktion wird Stickstoff durchgelcitet, bis , 
iiberschiiss. Brom vertrieben ist und die farblose Loésung mit 2-n.NaQOH auf 
S—10 gebracht. 


Papierchromatographisch lassen sich in der Lésung nach Bespriihen 1; 


Ninhydrin zwei Substanzen vom Ry 0,45 und 0,33, jedoch kein Lysin mehr na 
weisen. (Pyridin-n-Butanol-Wasser 1: 1:1, Whatman Nr. 4, aufsteigend.) Authe 
tische Pipecolinsiure zeigt Ry 0,45. 


Das Reaktionsgemisch wird auf eine Saéule von Dowex 2 » 8 gebrac: 


(OH-Form, 200—400 mesh, Héhe 25—30 em, Durchmesser 1,2 cm). Man wis 
mit 100 cem ausgekochtem Wasser und eluiert mit 0,3-n.HCL Das Eluat (ey 


300 com) wird i. Vak. zur Trockene gebracht; der Riickstand stellt nach Papie: 
chromatogramm und I R-Spektrum einheitliches p-Pipecolinsaiure-hyd_ och lorid di 

Zur Analyse wird viermal aus Wasser umkristallisiert. Man erhal, 370 ny; 
(34°,, d. Th.) p-(+)-Pipecolinsiure-hydrochlorid vom Zers.-P. 256-27 


in diinnen langlichen Plattchen. 
C,H,.O0,NCI (165.6) Ber. C 43,51 H7.31 N846 © 
Gef. C 43,56  H 7, ( 


250 - . , 
[x], : + 10,8 | (2-proz. Lésung in Wasser). 


Herrn Prof. Dr. A. Butenandt danken wir fiir die wohlwollende Forderuy: 


der Arbeit, der Firma Hoffmann-La Roche AG. fiir die Uberlassung \ 
L-Lysin. 
Zusammenfassung 
Durch Reaktion von L-Lysin mit Nitrosylbromid und Ringsehi 
der dabei entstehenden Brom-aminosiure wird D-Pipecolinséure di 
gestellt. Die Methode ist zur Herstellung von Pipecolinsiiure geeigh’ 
die im Ring mit ''C markiert ist. 


Summary 

D-Pipecolic acid has been prepared by treating L-lysine W' 
nitrosyl bromide followed by ring closure of the bromo-amino @ 
formed. The method is suited for the preparation of pipecolie @ 
labelled in the ring with MC. 

* RLS. Schweet, J. T. Holden u. P. H. Lowy, J. biol. Chemistry +! 
517 [1954]. 7 

1) L. A. Cohen, F. Irreverre, K. A. Piez, B. Witkop u. H. L. Wolll 
Science [Washington | 128, 842 [1956]. 
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Bd. B08 (1957) 


Die Abspaltung von N-Acetyl-neuraminséiure aus Serum 
durch Influenza-Virus B (LEE) und durch A-Toxin 
des Clostridium welchii 


hurze Mitteilune 
Von 
P. Bohm, J. Ross und L. Baumeister 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik Bonn (Direktor: Prof. Dr. Po Martini) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1957) 


Klenk und Mitarbb. 7-2 konnten vor kurzem aus Mucinen, die die 
Himagglutination durch Influenza-Virus stark hemmen, V-Acetyl- 
neuraminsiiure durch Influenza-Virus B und durch Receptor Destroying 
Enzyme aus Vibrio cholerae (RDE) abspalten und isolieren, so dal 
Y-Acetyl-neuraminsaure als Receptorsubstanz fiir die Viren der In- 
{luenza-Gruppe anzusehen ist. Auch Normalserum hemmt die Hamagglu- 
tination®, Diese unspezifische Hemmung wird zum groBen Teil durch 
eine hitzestabile Mucoproteinfraktion des Serums verursacht?. Da nach 
unseren Arbeiten®® auch im Serum reichlich neuraminsadurehaltige 
(ilykoproteide vorkommen, lag es nahe, die enzymatische Abspaltbar- 
keit der N-Acetyl-neuraminsiure des Serums zu untersuchen. 

Wie wir? bereits vor kurzem mitteilten, spaltete RDE aus Serum 
(68°, der im Ansatz vorhandenen N-Acetyl-neuraminsdure ab. Es 
yelang uns jetzt auch die Abspaltung von \-Acetyl-neuraminsadure aus 
menschlichem Serum durch Influenza-Virus sowie durch A-Toxin des 
(1. welchii. 

Durch Einwirkung von stark angereichertem = Influenza-Virus B 
(Lee) auf 10 Min. bei 100° erhitztes, vom Ausgefallenen abzentrifu- 
giertes und dann dialysiertes Serumprotein wurden 67°, V-Acety- 
newraminsiure abgespalten. Die kristallin erhaltene Substanz war iden- 
tisch mit V-Acetyl-neuraminsaure aus Submaxillarismucin des Rindes. 

Burnet und Mitarbb.® stellten fest. da auch A-Toxin des (7. 
wlehii Erythroeyten im gleichen Sinne veraindert wie RDE und wie die 

'E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 801, 235 [1955]. 

2H. Faillard, diese Z. 305, 145 [1956]: 307, 62 [1957]. 

°G.K. Hirst, J. exp. Medicine 75, 49 [1942]. 

¥ J. F. McCrea, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 355 [1948]. 

* PP. Bohm u. L. Baumeister. diese Z. 800, 153 [1955]. 

* P. Bohm u. L. Baumeister, diese Z. 805, 42 [1956]. 

‘P. Bohm, J. Ross u. L. Baumeister, diese Z. 807, 284 [1957]. 

*F.M. Burnet, J. F. McCrea u. J. D. Stone, Brit. J. exp. Pathol. 27, 228 
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Viren der Influenza-Gruppe. Das Toxin laéBt sich wie diese an Erytly 


eyten adsorbieren und eluieren®. Im Gegensatz zum RDE und zy ¢ 
Viren der Influenza-Gruppe!” ist die enzymatische Aktivitit des 


Toxins des Cl. welchii nicht von der Anwesenheit von Ca-.lonen g 
hiingig®, Wir haben die enzymatische Wirkung des A-Toxins. des ( 


rr 


welchii untersucht und fanden, daB auch dieses Toxin dic Recepty 
substanz der Influenza-Viren, nimlich N-Acetyl-neuraminsiure 4) 
spaltet. Aus dialysiertem Serum (ohne Ca-Zusatz) betrug dic Abspalty; 


74°, der im Ansatz vorhandenen N-Acetyl-neuraminsaure. Die kristal 


erhaltene Substanz war mit N-Acetyl-neuraminsiiure aus Rind 
Submaxillarismucin identisch. Hiermit wurde erstmals der Beye 


erbracht, daB auch das A-Toxin des Cl. welchii ein N-Acety|-neurani 
siiure abspaltendes Ferment enthalt. 


Die Versuchsergebnisse werden an anderer Stelle ausfihrlich mitgeteilt. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsge meinscha} 


unterstiitzt. Frl. U. Passon danken wir fiir ihre technische Hilfe. 


Zusammenfassung 


N-Acetyl-neuraminsiure, die Receptorsubstanz der Viren ¢ 


Influenza-Gruppe, wurde aus menschlichem Serum durch Influew. 
Virus B (Lee) und durch A-Toxin des Cl. welchit enzymatisch 4): 


gespalten und kristallisiert erhalten. 


Summary 


N-Acetyl-neuraminic acid which is the influenza virus  recepty 


substance has been isolated in crystalline form from human serum }) 
enzymatic cleavage with influenza virus B (Lee) and with the A-toxi 
of Cl. welchii. . 


9 J. F. McCrea, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 127 [1947]. 
10 M. Edney, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 27, 253 [1949]. 
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Bd. 308 (1957) 


(ber cine verbesserte komplexometrische Bestimmung 
des Kaliums im Blutserum 
Von 


H. Flaschka und A. Holasek 
(unter Mitarbeit von M. Rosenthal) 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut und Pregl-Laboratorium der Universitat Graz 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1957) 
Herrn Prof. Dr. Hans Lieb zum 70. Geburtstag gewidmet 


Vor kurzem wurde tiber die komplexometrische Bestimmung des 
Kaliums im Blutserum berichtet!. Das Kalium wird in tiblicher Art als 
Kobalt([I1)-nitrit-Verbindung gefallt, gewaschen und in Salzsdure 
velist. Nach Zerst6rung des Nitrits durch Harnstoff wird mittels 
Ammoniaks auf py etwa 9 gebracht und das Kobalt mit ADTA (Athylen- 
diamin-tetraacetat) gegen Murexid als Indikator titriert. Wenngleich bei 
einiger Ubung sehr gut reproduzierbare Werte erhalten wurden, so war 
doch erwiinscht, einen besseren Endpunkt zu finden. Gleichzeitig wurde 
versucht, durch Anwendung der Filtration statt des Zentrifugierens 
eine raschere Methode zur Gewinnung des Niederschlages zu entwickeln. 
Uber erfolgreiche Bemiihungen in beiden Richtungen wird anschlieBend 
herichtet. 

Cheng und Bray? haben im «-Pyridylazo-/-naphthol (PAN) eine 
Verbindung gefunden, die mit zahlreichen Metallionen farbige Chelat- 
komplexe bildet. Der Kupfer-PAN-Komlex ist tief violett, waihrend das 
frie PAN leuchtend gelb ist. Die genannten Autoren haben PAN zur 
Endpunktsanzeige bei der komplexometrischen Titration von Zink, 
Cadmium und Kupfer im Makromastab beniitzt. Eingehendere Unter- 
suchungen stammen von Flaschka und Abdine*#, die die komplexo- 
metrische Bestimmung mit PAN als Indikator auf andere Metalle 
erweiterten und auch Mikrotitrationen durchfiihrten. 

Die Farbintensitat der meisten Metall-PAN-Komplexe ist jedoch zu 
gering, so da} man den Umweg iiber den intensiv farbigen Kupfer-PAN- 
Komplex beschreiten muB. Setzt man z. B. einer Kobaltlésung etwas 
Kupfer-ADTA und PAN zu, so tritt folgende Verdriingungsreaktion ein: 

[CoP] + [CuY]<—. [CoY] + [CuP]* 


* Ladungszeichen sind als unwesentlich der Einfachhei: halber weggelassen. 


'H. Flaschka u. A. Holasek, diese Z. 308, 9 [1956]. 

* K. L. Cheng u. R. H. Bray, Analytic Chem. 27, 782 [1955]. 

*H. Flaschka u. H. Abdine, Chemist-Analyst 45, 58 [1956). 

° HH. Flaschka u. H. Abdine, Mikrochem.verein. Mikrochim. Acta 1956, 770, 
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Die Reaktion bewirkt also den Ersatz des farbscliwiicher 
Kobaltkomplexes durch die intensiv gefiirbte Kupferverbindung, 8, 
Zugabe der ADTA-MaBlésung wird nun erst das ganze freie Kobalt w 
dann das am PAN gebundene Kupfer titriert, wodurch der Umschhy 
von Violett nach Gelb eintrtt. Einige Punkte sind ftir die richtige 4) 
wendung des Indikators von Wichtigkeit: 

Sowohl PAN als auch seine Metallkomplexe sind in Wasser nahezu unlosii 
Die geringe Menge PAN, die in alkoholischer Lésung als Indikator zuvesetzt wi 
fiihrt zwar noch nicht zur Ausbildung eines Niederschlages von Kupfer-P4\ 
Komplex, wohl aber liegt die Verbindung vermutlich in kolloidaler Losung yo 
Dies hat zur Folge, daB die Reaktion zwischen ADTA und dem Kupfer-PAN , 
langsam verliuft. Es ist daher in hei®er Lésung zu titrieren und dic Zugabe ¢ 
MaBloésung hat gegen Ende langsam zu erfolgen. 

Das Kobalt mu als Kobalt(I1)-Ion vorliegen, weswegen zur sauren Lisyy 
Ascorbinsaiure als Reduktionsmittel zugesetzt wird. Bei Titrationen in alkaliscly 
Losung wird der Indikatormechanismus infolge Reduktion des Kupfers du 
Ascorbinséure gestort. : 

Die Gewinnung des Niederschlages von Kaliumkobalt(IIT)-nitr 
durch Zentrifugieren bedeutet, da man viermal zentrifugicren mul 
nicht nur einen Zeitverlust, sondern birgt auch Fehlerquellen dur 
Verlust an Niederschlag oder unvollstindiges Waschen. Da sich de 
Niederschlag aus eiweibfreier Losung sehr leicht abfiltrieren laBt, ging 
wir dazu tiber, das Serum vor der Fallung des Kaliums mit  Trichlo: 
essigsiure zu enteiweiBben. In diesem Falle kann man als Fallungsmitt 
auch das kiufliche Natriumkobalt(III)-nitrit nehmen und muB nic 
selbst das Reagens bereiten. Das kéufliche Natriumkobalt(II1)-nitr 
kann im nativen Serum nicht verwendet werden, da es eiweibBfilleu 
wirkt. 

Reagenzien 

Trichloressigsiure: 20 g Trichloressigsiure und 80 ml Wasser. : 

Natriumkobalt(Ifl)-nitrit: Bei Fallung aus nativem Serum das ibli 
feagens wie friiher beschrieben!. Bei Fallung nach EnteiweiBung verwendet mi 
eine Lésung von 3 g¢ Natriumkobalt(III)-nitrit in 10 m/l dest. Wasser. Das Re 
gens ist, insbesondere wenn man zum Losen statt dest. Wassers eine 1-proz. Natriw 
nitritlésung verwendet, bei kithler Aufbewahrung sicher einen Monat haltbar. 

Natriumacetat: 50 g Natriumacetat p. a. iést man auf 100 ml in dest. Was 

Kupfer-ADTA: Man titriert eine annahernd 0,1-m. Kupfersulfatlésung 1 
einer etwa 0,1-m.ADTA-Losung in schwach ammoniakal. Lésung gegen Mure: 
als Indikator. Aus dem Mittel von drei Titrationen berechnet man die aqui 
lenten Mengen und vermischt sie. Die Lésung ist haltbar. 

PAN: 0,05-proz. Lésung in Athanol (haltbar). 

Harnstoff und Ascorbinsiure in fester Form. 


Arbeitsvorschrift 
2 m/ Serum versetzt man in einem Zentrifugenglas mit 2 ml 20-pr 
Trichloressigsiure, riihrt mit einem Glasstab gut durch, libt em 
Minuten stehen und zentrifugiert. Vom klaren Zentrifugat gibt man?! 
in ein 50 m/ fassendes Becherglas und setzt anschlieBend 0.5 ml tl’ 
Natriumacetatlésung und | m/l der Natriumkobalt(LI1)-nitrit-Losw: 
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m. Beim Zusatz der letztgenannten Losung muB man sehr darauf 
achten, dal nichts davon an die Wand des Becherglases spritzt, wo der 
Tropfen tibersehen werden kénnte und zu Uberwerten fiihrt. Es empfiehlt 
sich, Bechergliser zu verwenden, die durch Ausspiilen mit einer ather. 
Lisung von Silikon wasserabstoBend gemacht worden sind. Hierdurch 
wird jeder an der Wand haftende Tropfen deutlich sichtbar. 

Man lit die durch vorsichtiges Schwenken gemischte L6sung im 
Becherglas mindestens 3 Stdn. stehen und saugt die Losung an der 
Wasserstrahlpumpe mit einem Filterstaébchen B 2 
isiehe Abbild.) ab. Nachdem der letzte Tropfen ab- 
vesaugt ist, gibt man, ohne das Staébchen aus dem 
Becherglas zu heben, 2 bis 3 mi dest. Wasser zu und 
s«hwenkt, wahrend man weiter absaugt, um. Dieses 
Waschen wird noch einmal wiederholt. Es soll ver- | | 
mieden werden, dafS der Niederschlag vor dem Aus- | | 
waschen am Stabchen zu stark austrocknet. Das | 
dest. Wasser soll auf Wasserleitungstemperatur ab- | | 
gekiihlt sein. | | 

Die Filtration und das Waschen sind in weniger | | 
als 5 Min. beendet. Wird das Stabchen nur fir die e 
Kaliumbestimmung verwendet und vor Staub ge- \ 
schiitzt, so verstopft es sich praktisch nicht, da ja der \ 
Kaliumniederschlag jedesmal ausgewaschen wird. Von \ \ 
Zeit zu Zeit kocht man das Filterstabchen in einem \ i \ 
Reagensglas mit konz. Salpeterséure aus und spilt mit 1 \ 
dest. Wasser auch in umgekehrter Richtung durch. \ }| 

Nach der Filtration belaBt man das von der Pumpe YO 
abgenommene Stabchen im Becherglas, gibt wenig : 
Harnstoff und 1 m/ 1-n.HCl sowie 2 bis 4 m/ dest. Wasser zu und kocht 
auf. Nun spilt man das Filterstaébchen mit dest. Wasser ab und versetzt 
die weiter erhitzte Lésung mit 0.5 m/ der Natriumacetatlésung. Wenn 
die Flissigkeit, deren Volumen 10 bis 15 m/ betragen soll, siedet. 
nimmt man das Glas vom Feuer, gibt sofort wenige Kristallchen 
Ascorbinsiiure und nach dem Umschwenken 2 Tropfen Kupfer-ADTA- 
Lisung und 2 bis 4 Tropfen PAN-Lésung zu. Unmittelbar darauf 
titriert man die heiBe Lésung mit 0,001-m. ADTA-Lésung. Die ur- 
spriingliche violette Farbe beginnt schon etwa 5 bis 8 Tropfen vor dem 
Endpunkt nach Gelb umzuschlagen. Das Ende der Titration ist erreicht. 
wenn sich die leuchtend gelbe Farbe nach Zusatz von 1 oder 2 Tropfen 
MaBlésung nicht mehr iindert. 

Hat man den Niederschlag von Kaliumkobalt(III)-nitrit nicht 
durch Filtration, sondern durch Zentrifugieren gewonnen, so verfiihrt 
nan wie folgt: Zum wie tiblich gewaschenen Niederschlag gibt man 1 m/ 
ln, HCl und Harnstoff, erhitzt im siedenden Wasser, bis die Stickstoff- 
entwicklung aufhért, und spiilt die Lésung quantitativ in ein Becherglas 








186 Bestimmung des Kaliums im Blutserum Bad. 308 (1957 


oder Kélbchen. Nach Zusatz von 0,5 ml der Natriumacetatl6siung erhjt: 


man zum Sieden und. verfiihrt weiter wie oben beschrieben. 

Berechnung: Wahrend bei der Fallung des Kaliums aus natiyy 
Serum, wie friiher mitgeteilt, der Verbrauch an 0,001-m. Matilésung y 
dem Faktor 7,8 multipliziert werden muB, betragt dieser Faktor |; 
Fallung aus enteiweibten Lésungen unter Beibehaltung der heschricl, 
nen Bedingungen 6,3. 

Verbrauch xX 6,3 = mg% Kalium 

Bei frisch bereiteten Lésungen macht man einen Blindwert, der y 
Verbrauch abgezogen wird. 


Zusammenfassung 


Die friiher beschriebene Methode der komplexometrischen }:. 
stimmung des Kaliums im Blutserum wird dadurch verbessert, dab de 


weniger scharf umschlagende Indikator Murexid durch das Syste 


Kupfer-ADTA-PAN ersetzt wird. Gleichzeitig wird der Kaliumkobai. 
(IL[1)-niederschlag durch Filtration gewonnen, was die Bestimmuy 


beschleunigt und die Fehlerméglichkeit herabsetzt. 


Summary 


The complexometric method for the determination of potassium i 
blood serum, described in a previous communication, has been in: 
proved. The murexide indicator is replaced by the copper ethylew 
diamine tetra-acetate a-pyridylazo-f-naphthol system which gives 


sharper end-point. The potassium cobaltinitrite precipitate is obtain 


by filtration instead of by centrifugation as in the original method. Thi 
modification enables the determination to be carried out more rapit) 
and reduces the possibility of error. 
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Nachtrag 


zur Publikation: 


Uber die Abspaltung von N-Acetyl-neuraminsiure aus Mucinen 
durch das ,,.Receptor-Destroying-Enzyme* aus Vibrio cholerae 


(diese Z 807, 62 [1957]) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1957) 


Infolge eines bedauerlichen Versehens ist es mir bei der Niederschrift des 
experimentellen Teils meiner obengenannten Arbeit entgangen, daB auch Gottschalk 
kurz vorher (A. Gottschalk, Biochim. biophysica Acta 20, 560 [1956]) durch 
kolorimetrische Bestimmung mittels Ehrlichs Reagens gezeigt hat, daB RDE 64% 
Sialinsure [Gruppenbezeichnung fiir acylierte Neuraminsauren (G. Blix, A. Gott- 
schalku. E. Klenk, Nature | London] 179, 1088 [1957 ])] von Rindersubmaxillaris- 
mucin (BSM) abspaltet. In der gleichen Arbeit hat Gottschalk gezeigt, daB die 
Sialinsiure im BSM in glykosidischer Bindung vorliegt und Virusenzym und RDE 
demgemaB als Glykosidasen definiert, wobei er es offen gelassen hat, ob es sich um 
eine O- oder N-glykosidische Bindung handelt. 





H. Faillard 
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Berichtigung zu der Arbeit O. Wiss und G. Bettendorf 
diese Z. 306, 145 [1957] 
Von 
O. Wiss 


Auf 8. 148 ist in Abb. 2 das IR-Spektrum im Teilbereich 5,5—8 wv infoly 
eines technischen Fehlers in zu kleiner Konzentration wiedergegeben. Abb. 2 is 
durch nachstehendes Spektrogramm zu ersetzen. 
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S. 148, Zeile 10 v.o., lies ,,.x- Aminoséuregruppierung“ statt ,,«-Amino-Grupp: 
g. 153, Zeile 5 u.6 v.u., lies ,,DNP derivatives statt ,,dinitrophenylhydn 
zones‘, Zeile 2 und 3 v. u., lies ,DNP aminocompounds“ statt ,,dinitrophen 
hydrazone-amino compounds‘, Zeile 1 und 2 v. u., lies ,,DNP amino acid sta’ 
,,dinitrophenylhydrazone-amino acid‘. 
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( ntersuchungen an isolierten Zellkernen 
aus der GroBhirnrinde des Rindes 
Von 


E. Albert 


Zum Uberkleben von Abb. 2 in Bd. 306. S. 148 (vgl. Bd. 308. S. 188) 

































































Zellkerne aus der GroBhirnrinde des Rindes. 600fache VergréBerung. 


'E. Albert u. K. Felix, Exp. Cell Res. 8, 523 [1955]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 308 13 
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l ntersuchungen an isolierten Zellkernen 
aus der GroBhirnrinde des Rindes 
Von 
E. Albert 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. Main 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1957) 


Seit der ersten Mitteilung! haben wir die Nervenzellkerne wieder- 
holt isoliert. dabei aber beobachtet, daB sie noch empfindlicher sind, als 
es zunichst schien. Langes Auswaschen und langes Zentrifugieren 
schadet ihnen. Deswegen wurde das Darstellungsverfahren etwas ab- 
ceandert. Um sie von den anderen Zellbestandteilen rascher zu befreien, 
wurde die gesituberte Hirnrinde mit relativ viel Rohrzuckerlésung homo- 
genisiert und das Homogenat bei niedriger Tourenzah! zentrifugiert 
(s. Versuchsteil). 

Das letzte Sediment besteht, wie die Abbildung zeigt. nur aus 
Zellkernen. Der native Zellkern der Nervenzelle ist kugelf6rmig. scharf 
begrenzt und Ja&t im Innern ganz schwach den Nucleolus erkennen. 
Andere Strukturen sind am unveranderten Kern nicht sichtbar. Der 
Gliazellkern hat ebenfalls die Gestalt einer glatten Kugel. In ihm sind 
keinerlei Strukturen zu sehen. Andere Partikel, wie unzersetzte Zellen 






Zellkerne aus der GroBhirnrinde des Rindes. 600 fache VergréBerung. 


' E. Albert u. K. Felix, Exp. Cell Res. 8, 523 [1955]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f, physiol. Chemie, 308 13 
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und gréBere Mitochondrien sind praktisch vollkommen  be-vitigt, 


gegen sind den Nervenzellkernen immer Gliazellkerne beige :iseht \y 
bis 33°, in den zur Analyse benutzten Ansaétzen). In anderen Ke) 
priparaten schwankte die Beimischung von Gliakernen sogar ZWiste} 
16 und 50°, In 30 verschiedenen Kernpraparaten belief sich: der nip’ 
lere Gehalt an Gliakernen auf 33°,. Es konnte nicht festgeste It wend) 
warum sich die Gliakerne von Fall zu Fall besser oder schlechter «| 
fernen lieBen. 

Fiir die weiteren Untersuchungen wurden die Kerne in 30-pri) 
Rohrzuckerlésung suspendiert, ihre Anzahl pro cem in der ZciB-Thoy! 
Kammer ermittelt und dann die Ausbeute berechnet. Sie schwan: 
erheblich zwischen 0,39-10® und 1,89-10® pro g = Hirnrinde (Mi. 
0,87-10). 

In diesen Suspensionen wurden Stickstoff und Phosphor } 























stimmt (s. Tab. 1). : : 
Tab. 1. Gesamt-Stickstoff und -Phosphor in Nervenzellkernen aus Hirnrint, 
=a mg N in mg P in —s Sy eae 
a 1 Nervenzellkern | 1 Nervenzellkern Nit ? Gliakemef 
l 19,5°10- 2,48:10-9 7,9 21 | 

2 23,8 2,77 8,6 26 

3 19,2 2,50 isd 29 

f 23.9 2,20 10,6 31 

5 18,9 2,69 7,1 22 

6 23,1 2,94 7,8 19 

7 20,0 2,46 8,1 25 

8 25,6 2,96 8,6 21 

9 22,2 2,90 7.6 33 

10 20,9 2,49 8,4 31 

1] 19,7 2,64 7,4 27 

12 25,4 2.90 8,8 25 

Mittelwert | 21,8 2,66 | oe | 26 


Der mittlere Fehler der Einzelmessung ¢ betrug fiir Stickst’ 
& = 2,46 (11,28°%); fiir Phosphor ¢ = 0,24 (9,03%). Der mittlere Feble! 
des Mittelwertes HZ betrug fiir Stickstoff: H = 0,71 (3,26%); fiir Pho 
phor: E = 0,076 (2,86%). Bezieht man auf eine derartig kleine Einhe! 
so vergrébert sich ein vorhandener Fehler. AuBerdem haftet der Ai 
zihlmethodik ein gewisser Fehler an, und schlieBlich enthalt die Ke 
suspension wechselnde Mengen von Gliakernen. 

Die Berechnung des mittleren Fehlers der Auszihlergebnisse ze! 
daB die Werte je nach dem Kernreichtum der Suspension erhebli’ 
schwanken. Bei einem optimalen Kerngehalt von 2—5 Mill. Nervent 
kernen pro ccm war der mittlere Fehler der Einzelmessung ¢ = 9)! 
und der mittlere Fehler des Mittelwertes EH — 4,02%, also Werte, “ 
etwa in der gleichen GréBenordnung liegen wie der Fehler der Stickst0! 
und Phosphor-Bestimmung. Ob die Abweichungen der Werte “ 
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Btickstoft und Phosphor allerdings nur durch den Fehler der Kernzah! 
lweise zu erklaren sind, laBt sich aus dieser Ahnlichkeit 


wan oder nur tel 
sucht entne}imen. 

Trotz des wechselnden Anteils der Gliazellkerne stimmten die Werte 
¥iir Stickstoff und Phosphor gut tberein. In einem Fall wurde die Rinde 
vines Rinderhirns von Anfang an in zwei getrennten Portionen genau 
yleichmaBig verarbeitet. In den am Ende gewonnenen Kernpraparaten 
{anden sich auf 100 Nervenzellkerne im einen Fall 33 (A), im anderen 
48 Gliakerne (B). 


Priparat A Praparat B 
Gesamt N 25,2 -10~* mg 25,7 -10~% mg pro Nervenzellkern 
Gesamt P —_-2,84:10-* mg 2,97-10-% mg pro Nervenzellkern 


Zur Entscheidung der Frage, ob man die Beimengung der Glia- 
kere tatsichlich vernachlassigen kann, wurde das Volumen der beiden 
Kernarten ermittelt. Der Kerndurchmesser wurde mit dem MeBokular 
bestimmt und daraus das Kernvolumen berechnet unter der Voraus- 
setzung, daB die Kerne Kugelgestalt besitzen. Bei frisch in Zuckerlésung 
jsolierten Kernen ]aBt sich das in der Tat beobachten, wenn man die 
Kerne unter dem Deckgliaschen in einer Fliissigkeitsschicht schwimmen 
likt. Erst nach einiger Zeit beginnen sie sich aufzulésen und werden 
platt und entrundet. 

Die Gliazellkerne sind bedeutend kleiner als die Kerne der Nerven- 
zellen. Ihr Durchmesser betragt im Mitte] 6—8 uw, wahrend die Nerven- 
zellkerne 14—18 « messen. Aus 8 verschiedenen Gehirnen ergab sich als 
mittleres Volumen von 100 Gliazellkernen 16000 43. Der Mittelwert 
fir 100 Nervenzellkerne aus 21 verschiedenen Gehirnen betrug dagegen 
216000 «2. Da im Mittel nur bis zu 50 Gliazellkerne i00 Nervenzell- 
kernen beigemischt waren (33°), betragt ihr Anteil an der Kernmasse 
nur 3,7°,, ein Wert. der noch innerhalb der Fehlergrenze liegen diirfte 
und daher vernachlassigt werden kann. 

Andere Untersucher des Stickstoff- und Phosphorgehaltes von Zellkernen 
haben ihre Werte meist auf das Trockengewicht der Kernmasse bezogen (besonders 
bei Isolierung mittels organischer Lésungsmittel nach Behrens), oder auf das 
Frischgewicht des verarbeiteten Gewebes. Beides war hier nicht méglich, da einer- 
seits ein etwa hergestelltes Kerntrockenpulver ohne starkere Auflésung der Kerne 
nicht entzuckert werden kann, wodurch das wahre Kerngewicht unsicher wiirde. 
Andererseits wurde nur ein verschwindend geringer Prozentsatz der Zellkerne tat- 
sichlich isoliert und in solch wechselnder Ausbeute, daB es sinnlos wire, auf das 
Gewicht des Ausgangsgewebes zu beziehen. 

Nach Tab. 1 enthalt ein einzelner Nervenzellkern 21,8-10-% mg 
Stickstoff und 2,66-10-® mg Phosphor. Um die Bedeutung dieser Werte 
zu verstehen, muB man sie mit Analysen anderer Kerne vergleichen. 


So fanden Schneider und Petermann? fiir den Zellkern der Mause- 


milz, in Saccharose-CaCl,-Lésung analysiert, 3.3—4,0-10-® mg Stick- 

Hoff, also bedeutend weniger, als wir in den Nervenzellkernen gefunden 
* R. M. Schneider u. M. L. Petermann, Cancer Res. 10, 751 [1950]. 

13* 
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haben. Etwa haufig beigemischte Zelltriimmer kommen «!s Ursacly 
nicht in Frage, da unsere Kernpraparate recht rein waren (vgl. die 
Abb.). Der Nervenzellkern ist ein Beispiel fiir Kerne, deren yenetische 
Apparat ruht und die ganz auf die Hauptfunktion der Zell: eingestel 
sind, die darin besteht, Erregungen zu erzeugen, Zu emptangen un 
zu leiten. Nach Hyden soll die Nervenzelle bei der Ervegung yi 
Eiwei8 umsetzen und verbrauchen®. Da der Kern mit cer Eiweif. 
synthese verbunden ist, kénnte der hohe Stickstoffgehalt auf dies 
Weise erklirt werden. 

Das biologische Gegenstiick zum Nervenzellkern ist: der Spermato. 
zoenkern. Er soll nur die Erbmerkmale auf die Nachkommenschaft iiber. 
tragen; seine Funktion ist rein genetisch. Im hiesigen Institut wurde, 
der Stickstoff- und Phosphorgehalt der Kerne von Forellen-Spermato. 
zoen bestimmt’. Sie enthalten 1,8-10-® mg Stickstoff und 052-10 ny 
Phosphor pro Zellkern, das’ hei&t nur ein Zehntel des Stickstoffs uni 
ein Fiinftel des Phosphors des Nervenzellkerns. Eigentlich diirfte may 
den Nervenzellkern eines héheren Saugetieres nicht mit dem Sperma- 
tozoenkern eines Fisches vergleichen. Aber von Sadugetier-Spermatozoen 
sind bis jetzt die Kerne noch nicht rein isoliert und analysiert worden 
H. D. Griimer® hat den ganzen Kopf von Bullen-Spermatozoen an. 
lysiert und 2,26-10-* mg Stickstoff und 0,46.10-® mg Phosphor gefunden 
Werte, die von denen der Forellen-Spermatozoenkerne gar nicht so seli 
abweichen. Somit bleibt auch beim Vergleich mit dem arteigene: 
Spermatozoenkern der grundsitzlich andere chemische Aufbau de 
Nervenzellkerns bestehen. Vor allem ist das Eiweif vermehrt, wi 
sich aus dem Verhiltnis von Stickstoff zu Phosphor ergibt: Dies 
betragt beim Nervenzellkern 8,2:1. beim Spermatozoenkern der 
Forellen 3,4: 1 und dem des Bullen 4,9: 1. 

GréBe und Transparenz des Nervenzellkerns deuten schon morphi- 
logisch auf seinen EiweiBreichtum hin. Dafir spricht weiter, daB die 
Kerne bei 280 my (im Bereich der cyclischen Aminosiuren) stark abs 
bieren®. Der Stickstoff liegt nicht allein in Form von Nucleoproteid wr 
sondern zum groBen Teil in Form zusatzlichen Kerneiweibes, das de 
Stoffwechselapparat des Zellkerns angehdort. 


Nachweis der 
nach Hydrolyse freigesetzten Aminosaiuren und Basen 


Die Kerne wurden mit Salzsiure hydrolysiert und durch 2: 
dimensionale Papierchromatographie (Butanol-Hisessig-Phenol) 13 ve 
schiedene Aminosdiuren nachgewiesen (Tab. 2). 

3-H. Hyden, Acta physiol. scand. 6, Suppl. 17 [1943]. of 

4K. Felix, H. Fischer u. A. Keekels, Progress of Biophysics '' 
[1956]. 

5 H. D. Griimer, Miindliche Mitteilung. 
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AuGerdem fand sich noch ganz Tab. 2. Aminosauren im sauren 

«chwach eine weitere, noch nicht Hydrolysat aus Nervenzellkernen. 
mtifizierte. Aminosiure, deren we 
identifiziert ‘ PI bition Asparaginsaure . . . 
Ry-Wert etwa mit Ration eae — Glutaminsaure . 
und Methionin tibereinstimmt. Es — Serin . y 
fehlen vor allem Lysin, Phenylala- mm ; 
: . ireonin 

nin und Methionin. Auf Tryptophan listen 
konnte im sauren Hydrolysat nicht Valin a ees 
gepriift werden. Leucin bzw. Isoleucin. 

Folgende sechs  Purin- und __ Prolin 





Pyrimidinbasen wurden gefunden* : + aed os ) 
eae : pea nm, .....: WEOeM 6 5) aya ats KA) 
Guanin, Adenin, Cytosin, Thymin, Arginin . 


Uracil und 5-Methyl-cytosin. Dem- — Histidin 

nach sind alle am Aufbau von Des- 

oxyribonucleinsiure und Ribonucleinsaéure beteiligten Purin- und Pyri- 
midinbasen in den Nervenzellkernen vorhanden. Auffiallig ist. daB 
neben Guanin und Adenin Thymin einen sehr stark fluorescierenden 
Fleck gab, wahrend der von Uracil sehr schwach war. Somit scheint 
die Desoxyribonucleinsaiure in h6herer Konzentration vorhanden zu sein 
als die Ribonucleinsaure. 

Alle Analvsenwerte waren unabhangig von Alter und Geschlecht 
der Tiere, von der Lagerungs- und Verarbeitungsdauer, von Menge und 
Konzentration der Rohrzuckerl6sung und dem Kernreichtum der End- 
suspension. 


Beschreibung der Versuche 


Die Darstellung der Nervenzellkerne aus Hirnrinde wurde friiher be- 
schrieben!, Folgende Anderungen hielten wir fiir notwendig: 

Da die Kerne sehr empfindlich sind, werden sie nur dreimal auf der Zentri- 
fuge gewaschen. Das Gewebe wurde im Verhaltnis 1 : 30 in 15-proz. Rohrzucker- 
lisung homogenisiert. Beim Zentrifugieren (5 Min. bei 500 g) setzen sich nur die 
schwersten Teilchen als hauchdiinner, braunlicher Film ab, der in etwa 500 com 
15-proz. Saccharoselésung resuspendiert und iiber eine Schicht 30-proz. Saccha- 
roselosung geschichtet wird. 

Das durch Zentrifugieren erhaltene zweite Sediment wird wieder in etwa 
0 cem 30-proz. Rohrzuckerlésung suspendiert. die durch 12-fachen Mull (Web- 
richtung der Schichten jeweils um 90° verdreht) geklart wurde. Die Benetzungs- 
fliche wurde méglichst klein gehalten, um nicht zu viel Kerne zu verlieren. Nach 
weiterer Verdiinnung der so gereinigten Kernsuspension auf etwa 150 cem wird 
durch eine dritte Zentrifugation das Endsediment gewonnen. Dieses wird in einigen 
ccm 30-proz. Saccharoselésung suspendiert und ausgezahlt. 

Beim Beschicken der Zahlkammer darf man die Kernsuspension nicht zu 
stark schiitteln, da dadurch ebenfalls Kerne zerstért werden. Am besten fiillt man 
deshalb nach griindlichem, aber vorsichtigem Umschwenken alle fiinf Kammern 
nacheinander, weil damit der Fehler fiir alle Praparate etwa gleich groB wird. 

Bei Nervenzellen list sich. im Gegensatz etwa zu Leberzellen, das Cyto- 
plasma auffallig leicht von den Kernen ab. Teilzerstérte Zellen treten im Sedi- 
ment nur sehr selten auf. Die zur Entblutung des Gewebes verwandte Kochsalz- 
losung wird erst in der Kalte mit CO, gesattigt. 


* Fir diese Untersuchungen bin ich Herrn Dr. Zahn zu Dank verpflichtet. 
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Verarbeitet man noch bluthaltige Rindenstiickchen, 
Erythrocyten im Sediment an. Da sie aber etwas leichter sind als 
schweben sie dicht oberhalb des Kernsedimentes und lassen sich mi 
Tropfen iiberstehender Fliissigkeit entfernen. Dabei gehen allerding 


so samireln sich diy 
© Zellkern, 
lem letzte; 
viele Kery 
verloren. 4 
Die Kernausbeute schwankte bei verschiedenem Ausgangsmat: rial ohne er 
sichtlichen Grund zwischen 0,39-10® Nervenzellkerne pro 1 g Hirngewebe y 
1,.89-108 pro Lg. Als mittlerer Wert aus 20 verarbeiteten Gehirnen er sab sich ¢ 
Kernausbeute von 0,87-10° pro g Rinde. 
Die Temperatur beeinfluBt das Aussehen der Kerne betriict:tlich: Scho; 
bei leichter Erwirmung sehen sie gekérnt aus. Bei Zimmertemperatir findet my 
nach einiger Zeit aus vielen Kernen ganze Segmente herausgebrochen. Anscheine 
sind in der Warme Fermente wirksam geworden, die die Kerne abbauen, J) 
Innere der Kerne erscheint grobgekérnelt. Nach allen Seiten treten aus der Ker. 
membran kriimelige Anhiangsel heraus. die den Kern wie einen dichten Mant 
umhiillen k6nnen. 
Das Alter der Tiere hat in den hier gepriiften Grenzen zwischen 11) }j 
9 Jahren keinen EinfluB auf Aussehen oder Haltbarkeit der Nervenzellkery 
ebensowenig die Dauer der Aufarbei ung, wenn mit dieser 2—6 Stdn. nai 
Tétung des Tieres begonnen wurde. Méglicherweise kénnten die morphologische: 
und chemischen Eigenschaften der Zellkerne noch dadurch beeinfluBt werde: 
daB die Tiere nach dem tédlichen HirnschuB regelmaBig in einen tonisch-kl 
nischen Krampfanfa ]] verfallen. 
Morphologisch laBt sich beobachten, daB der Nucleolus im ersten Sedimert 
meist ohne Struktur und nach auBen glatt und rund begrenzt ist wie eine Blay 
Nach weiterem Auswaschen erscheint er dagegen haufig wie aus einzelnen Kornche: 
zusammengesetzt, die im ungefarbten Praparat gelblich schimmern. 
Im Laufe der Auflésungserscheinungen tritt Kernsubstanz nach auBen au 
Sie gerinnt dabei zu kérnigen Anhangen (Kernkappen®). Quetscht man die hom 


Tab. 3. Durchmesser und Volumen der Kerne aus Glia- und Ganglienzellen. 











d (ut) Haufigkeit in % Volumenanteil in °4 | Volumen in ,’ in li 
Gliazellkerne Mittel aus 8 Gehjrne 
5.08 8.9 3.8 630 
6,35 58.9 49,4 7910 
7,62 32,0 46.3 7420 
8.9 0,2 0,5 92 
16052 
Nervenzellkerne Mittel aus 21 Gehime 
1,1 0,2 433 
1,9 0.5 1082 
4,7 1,8 3900 
10.8 5,5 11.900 
15,1 10,1 21900 
21,9 18,7 40500 
16,3 i be Ae 38380 
13.8 18,8 40700 
7.9 13,3 28 800 
4,2 8,3 17900 
2,1 5,1 11.060 
“216555 











6 H. Spatz, Die Chemie und der Stoffwechsel des Nervengewebes, Sprins" 
Verlag Heidelberg 1952, 3. Colloquium d. Ges. f. physiol. Chemie, 5. 25. 
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venen Kerne, so gerinnt der herausplatzende Kerninhalt nicht und vermischt sich 
jomogen mit der AuBenfliissigkeit. Offenbar wird im intakten Kern die Substanz 
hei ihrem Austritt verandert, so daB sie ausfallt. Die Kernkappen verhalten sich 
firberisch wie der Nucleolus. Ebenso farben sich auch die Anhangsel an unseren 
Kernen an, was fiir ihren Gehalt an Ribonucleinsaéure spricht. 

Das Volumen der Zellkerne wurde berechnet unter der hypothetischen 
Voraussetzung. daB sie Kugelgestalt besitzen. Wir haben friiher den mittleren 
Durchmesser des Nervenzellkerns mit 12 4 angegeben!. Hierbei wurde aber der 
Korrekturfuktor unseres Linsensystems von 1,27 nicht beriicksichtigt. Die jetzt 
korrigierten Kerndurchmesser sind aus Tab. 3 zu ersehen. Fiir die Messung det 
Nervenzellkerne wurden Kernpraparate aus 2] Gehirnen, fiir die Messung der Glia- 
vellkerne aus 8 Gehirnen verwendet, wobei jeweils 30 Nervenzellkerne und 20 Glia- 
kerne ausgemessen und die Zahl auf 100 Kerne umgerechnet wurde. 

100 Gliakerne haben nach Tab. 3 nur 7,4°,, des Volumens einer gleichen An- 
zahl von Nervenzellkernen. 

Die Grobe der Kerne variiert vor allem bei den Nervenzellkernen. Die 
gesamten Kerne im Praparat kénnen ihr Volumen ausdehnen oder vermindern. 
Die Mittelwerte lagen fiir 100 Nervenzellkerne bei 200—240000 yu’, Ein Praparat 
aus groBen, vollig homogenen, aufgeschwollenen Nervenzellkernen zeigte in 
100 Kernen eine Masse von 335750 u®. Die Kerne mit der geringsten Masse 
stammten aus einer Probe, die 6 Tage im Eisraum in 30-proz. Saccharoselésung 
vestanden hatte (90195 y°). Sie waren klein und grob gekérnt. 

Neben dieser wechselnden VergréBerung oder Verkleinerung der Masse nimmt 
das Volumen der Nervenzellkerne beim wiederholten Auswaschen mit Saccharose- 
jjsung irreversibel und stetig ab. Dabei gehen offenbar Kerninhaltsstoffe verloren, 
wofiir auch die friiher mitgeteilten farberischen Veranderungen sprechen?. 


Fehler beim Auszahlen der Zellkerne 


Zur Auszihlung wurden von jedem Praparat fiinfmal eine ZeiB-Thoma- 
Kammer gefiillt. Der mittlere Fehler der Einzelmessung wurde berechnet nach 
7 ve ° - . 7 

der Formel: ¢ 1° der mittlere Fehler des Mittelwertes nach: E 
n— 
, wWobei » die Anzahl] der ausgemessenen Kerne ist. Bei 29 verschie- 


9 


ve 
n(n—1) 
denen Praparaten ergab sich als mittlerer Fehler der Einzelmessung eine Ab- 
weichung von ¢ = 11,26°, und ein mittlerer Fehler des Mittelwertes E = 5.04°,.. 
Bei optimalen Werten zwischen 2 und 5 Mill. Nervenzellkernen in 1 ccm 
waren die mittleren Fehler am geringsten: ¢ = 9,68°, und E = 4,02°,. 


Chemische Methoden 


Stickstoff wurde nach Kjeldahl] bestimmt, Phosphor nach Allen? (Reduk- 
tion mit Amidol). Wegen des hohen Rohrzuckergehaltes muBten zur Stickstoff- 
bestimmung Wasserstoffperoxyd p.a., zur Phosphorbestimmung Salpetersaure p. 2. 
zugesetzt. werden. 

Zum Nachweis der Aminosaéuren wurden pro Chromatogramm etwa 
3 Mill. Nervenzellkerne benétigt Dazu wurden die Kerne auf der Zentrifuge 5mal 
mit 96-proz. Athanol gewaschen, um den Rohrzucker zu entfernen*. Dann wurde 
das Sediment mit 6-n. HC] 36 Stdn. bei 120° hydrolysiert. Nach Abdampfen der 
Salzsiure wurde das Hydrolysat auf Filterpapier aufgetragen und zweidimensional 
inn-Butanol-Kisessig-Phenol aufsteigend aufgetrennt. Jede Aminosaure wurde im 
Testchromatogramm. gesichert. 


*R.J.L. Allen, Biochem. J. 34, 858 [1940]. 
* Diese von Dr. W. Rick entwickelte Methode liefert zuckerfreie Praparate. 
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Fiir die Analyse der Purin- und Pyrimidinbasen wurde die Ker 
suspension durch zehnmaliges Waschen mit 96-proz. Athanol auf der Zentrifyy 
von Rohrzucker befreit. Die so vorbereiteten Zellkerne wurden iit Ameise; 
siure hydrolysiert. Die Chromatogramme wurden entwickelt nach ‘Vyatt y 
Hershey: Laufrichtung A: Gemisch nach Wyatt®, Laufrichtung B: Gemis 
nach Hershey’. 

’ 
neinschaft 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsg 

unterstitzt. 
Zusammenfassung 

Aus der Gro®Bhirnrinde des Rindes wurden die Nervenzc !|kerne js. 
liert und ihr N- und P-Gehalt bestimmt. Der EiweiBgehalt ist auffalle,: 
hoch. Nach saurer Hydrolyse konnten 13 Aminoséuren nachgewies 
werden; eine weitere Aminosaure ist noch nicht identifiziert. Dur 
Hydrolyse mit Ameisensiiure gelang der Nachweis samtlicher Puri. 
und Pyrimidinbasen. Das .Uberwiegen des Thymins gegeniiber de 
Uracil spricht dafiir, da Desoxyribonucleinsaure im Nervenzellkem i 
groBerer Konzentration vorliegt als Ribonucleinséure. Die Nervenzel 
kerne veraindern. im Gegensatz zu den Gliakernen, ihr Volumen auber. 
ordentlich stark. 


Summary 


Information is presented concerning the isolation of nerve « 
nuclei from bovine cerebral cortex and the determination of the nitroge 
and phosphorus content of the nuclei is described. The protein conte 
is remarkably high. Thirteen amino acids were detected after acid hyd 
lysis while an additional amino acid was not identified. All the puri 
and pyrimidine bases which are components of desoxyribonucleic au 
ribonucleic acid were obtained by hydrolysis with formic acid. Ti 
preponderance of thymine as compared with uracil points to the fa 
that the concentration of desoxyribonucleic acid in the nerve 
nucleus is higher than that of ribonucleic acid. In contrast to th 
glia nuclei, the nerve cell nuclei undergo very marked changes 
volume. 


8 C. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
® A. D. Hershey et al., J. gen. Physiol. 86, 777 [1953]. 
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Bd. 308 (1957) 


\Nachweis von Amylase (Diastase), «-Glucosidase 
und Phosphorylasen im menschlichen Schweif 
Von 


H. Wohnlich (Oberaudorf a. Inn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Marz 1957) 


LaBt man menschlichen SchweifB bei 37° auf Glykogen einwirken. 
so tritt ee Spaltung des Substrats ein. wie die allmahliche Zunahme 
des Reduktionswertes zeigt (s. Tab. 1). Wie aus Abb. 1 ersichtlich ist. 
wirkt Diabetiker-SchweiB starker spaltend als der SchweiB von Normal- 
personen. 

Tab. 1. Zunahme des Reduktionswertes nach Inkubation von 0,5 ml 2-proz. Glyko- 

venlosung (Leberglykogen aus dem Physiolog.-Chemischen Institut der Universitat 

Erlangen) mit 0,5 ml SchweiB (zentrifugiert und mit Toluol iiberschichtet) bei 37° 
im wasserdampfgesattigten Brutschrank; py 7.0. 





Vorher Nach 2 Stdn. | Nach 4 Stdn. | Nach 8 Stdn. 
0 4 6 | 16 mg®,, Glucose! 








Die Kichkurve verlauft im Bereich von 1—40 mg®, geradlinig (s. Abb. 2). 


Die papierchromatographische Auftrennung des im Versuchsteil 
beschriebenen Verdauungsgemisches 1 (4 Stdn. inkubiert) mit Methanol- 
Ameisensiiure-Wasser (80:15:5) (Lésungsmittel I) ergab 4 Flecke. Der 
oberste entsprach nach dem Ry-Wert der Glucose und lag gleich wie 
der Fleck, der mit einem nebenher gelaufenen Maltose-Glucose-Gemisch 
erhalten worden war. Da dieses Gemisch mit dem Lésungsmittel I nicht 
aufzutrennen war, war zu vermuten, daB der entsprechende Fleck der 
Untersuchungssubstanz ebenfalls noch Maltose enthielt. 

Tatsichlich ergab die weitere papierchromatographische Analyse 
dieses Flecks in Butanol-Eisessig- Wasser (4:1:5) (Lésungsmittel II) zwei 
Flecke, von denen auf Grund ihrer Ry-Werte der eine der Glucose 
(Ry 0,18), der andere der Maltose (Ry 0.11) zugeschrieben werden mub. 
Dieser Befund wurde durch nebenher mitgelaufene Glucose und Maltose 
sichergestellt. Damit ist das Vorkommen einer Amylase (Diastase) 
im SchweiB erwiesen. 

Die bei dem beschriebenen Versuch entstandene Glucose kann ent- 
weder aus der Glucose-6-phosphorséure durch Einwirkung von Phos- 
phatase, aus der Maltose durch eine x-Glucosidase oder auf beiden 
Wegen entstanden sein. 

' Bestimmung nach Somogyi. siehe Methodikbuch d. biochem. Laborat. 
des Jewish Hospital, Brocklyn-New York. 
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Die Nachpriifung durch 4stdg. Inkubation von Maltose 11it Schweig 
ergab eine deutliche Vermehrung des Reduktionswert es gegen. 
iiber dem Leerversuch (vgl. die Werte der Tab. 2). Papicerchromato. 
graphisch erwies sich die den Reduktionswert erhGhende Substanz als 
Glucose. Der SchweiB enthaélt demnach auch eine \-Glyeo. 
sidase. 

Ob auch eine Glucosebildung auf dem Phosphorylierungsweg durch 
Vermittlung der Phosphoglucomutase tiber Glucose-6-phosphorsiure mit 
Hilfe der Phosphatase stattfindet, sei eistweilen dahingestellt ; dies js 
aber wohl anzunehmen, da, wie spiiter gezeigt wird, ja auch Glucose. 
und Fructosephosphate nachgewiesen werden konnten. 

Tab. 2. Verdauung von 40 mg-proz. Maltoselésung mit SchweiB (4 Stan.) bei 379, 
Bestimmung der Glucose nach Somogyi (vgl. Versuchsteil). Ansitze: 1. 0,5 mi 
SchweiB 0,5 m/l Maltoselésung; 2. 0,5 ml m/15-Phosphatpufferlésung (pg 7 
0,5 ml Maltoselésung; 3. 0.5 ml SchweiB + 0,5 ml m/15-Phosphat pufferlésung 
(py 7). SchweiB-py 7.0 (entsprechend wurde die Pufferlésung eingestellt), 





Direkt beim 
Zusammengeben 
Substanzgemisch im Ansatz |Ext. #2] Glucose i. mg% |Ext. #| Glucose i. mg®, 


Nach 4stdg. Inkubation 











SchweiB-Maltose . . . . . . | 0,28 18,0 1,0 63,0 
Maltose-Pufferldsung . . . . | 0,20 11,0 0,20 11,0 
SchweiB-Pufferldsung . . . . | 0,10 6,0 0,12 7,0 
VARIED eae coe eee 0,68 45,0 


Die in Lésungsmittel (I1) aufgefundenen 3 weiteren Substanzen des 
Spaltungsansatzes, die einen kleineren Ry-Wert als der Maltose-Glucose- 
Mischfleck zeigen, k6nnen auf Grund ihrer Ry-Werte Fructose-1.6-di- 
phosphorsaure (2 y 0,40), Fructose-6-phosphorsaure (Ry 0,33, Lit.?: 0,34) 
und Glucose-1-phosphorsaure (Ry 0,28, Lit.3: 0,27) entsprechen, zumal 
sich ihre Trennung in den Lésungsmitteln I und IIT (Methanol-Ammo- 
niak-Wasser, 60:10:30) miihelos erzielen lieB. L6sungsmittel, die fiir die 
Auffindung von Zucker-Phosphorsiureestern besonders geeignet sind. 
Tab. 3. Haufige Reproduzierbarkeit mehrerer, verschiedenen Zuckerestern 21- 
gehoriger Ry-Werte aus dem Glykogenabbau durch Schweif in den Léosungs- 
mitteln (I) und (III) (In Klammern: Ry-Werte nach d. Literatur?) (Papier: 

Whatman Nr. 1). 











Losungsmittel (1) Lésungsmittel (111) 
Substanz Methanol- Ameisensiiure- Wasser Methanol-A mmoniak- Wasser 
x0 15 5 60 10 30 
Glucose-1-phosphorsiiure (0,27); 0,26; 0,28; 0,24 (0,60) 
i a eee aie (0,34); 0,33; 0,34; 0,32; 0,33; 
Fructose-6-phosphorsiure 0.34: 0.33 , (0,44); 0.44 
Fructose-1.6-diphosphorsiiure (0,40); a pt ; 0,40; 
Glucose-6-phosphorsiiure (0,38); 0,38 (0,48); 0,49 





2 A. Block u. E. L. Durrum, A Manual of Paper Chromatography and Paper 
Electrophoresis, Academic Press INC, Publishers, New York 1955. 
3 I. Berenblum u. E. Chain, Biochem. J. 32, 295 [1938]. 
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Wenn auch ihre Natur noch nicht ganz feststeht, so lieBen sich ihre 
Ry-Werte, wie Tab. 3 zeigt. immer wieder, und zwar in zwei verschie- 
denen Loésungsmitteln reproduzieren. 

AuBerdem wurden diese Substanzen zur genaueren Identifizierung 
in Parallelversuchen mit 5 ml dest. Wasser aus dem Papier aus- 
mwaschen, mit S-n.HCl 2 Stdn. hydrolysiert. neutralisiert. auf 6.5 ml 
ini Vakuumexsiccator eingeengt und schlieBlich in Lésungsmittel I 
erneut aufsteigend chromatographiert. Es erschienen in der Tat. wie 
auch Vergleichschromatogramme erwiesen, an den ftir Glucose und 
Fructose charakteristischen Stellen des Chromatogramms nach Benzi- 
dinentwicklung 2 Flecke mit den Ry-Werten 0.18 bzw. 0.23. Folglich 
handelt es sich hei diesen fraglichen Substanzen sehr wahrscheiilich um 
Glucose- bzw. Fructoseverbindungen, und zwar mit Phosphorsdure. 
denn die H,PO,-Werte hatten nach der Hydrolyse ebenfalls zugenom- 
men. Wie aus Tab. 4 entnommen werden kann. 


Tab. 4. Phosphorsiure-Phosphor in mg®, vor und nach Hydrolyse der mit dest. 

Wasser eluierten fraglichen Phosphorsaure-Zuckerester. Methode nach Kuttner 

und Lichtenstein, von Berenblum und Chain modifiziert®. ZeiB-Pulfrich- 

Photometer. Gelbfilter 8;. und Schichtdicke der Kiivette d = 1.0 cm. Hydrolyse 
mit 8-n. HCl. 








, : Vor Hydrolyse Nach Hydrolyse 
Vers. Nr. : 5 ; . i : 
Ext. E | P in mg®, Ext. E P in mg®, 
] 0.35 0.32 0.9 i) 
2 0.48 0.40 PI 9.0 


Tab. 5. Phosphorsiure-Phosphor in mg®, im SchweiB. Entnommen aus der Eich- 

kurve als y-Werte/ml SchweiB, gemessen im Pulfrich-Photometer wie in Tab. 4. 

Filter 8,,, d = 1,0 em (Blut-P = 3—5 mg®,). Dieser SchweiB war nicht mit Phos- 
phatpufferlésg. versetzt worden. 








Vers. Nr. | Freier Phosphor Gesamt-Phosphor | Gebundener Phosphor 
l 3.0 3.68 | 0.68 
2 3.0 3.36 | 0.36 
3 3.15 3.5 | 0.35 


Wie aus Tab. 5 hervorgeht. enthalt der SchweiB selbst Phos- 
phorsiuremengen in Konzentrationen. wie sie dem Blute ent- 
‘prechen, nimlich 3—4 mg°®, (Blut: 3—5 mg°®,). 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Die Papierchromatogramme ergaben. daB keine einheitliche, benzi- 
dinpositive reduzierende Verbindung vorliegt. sondern da sich aus 
dem Glykogen verschiedenartige Abbauprodukte gebildet haben, die 
verschiedenen SchweiBfermenten zugesprochen werden miissen. 
Unter diesen finden sich sehr wahrscheinlich auch Phosphorylasen. 
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Dies geht einmal aus der positiven Reaktion der Spaltprodukte de 
Glvkogens mit dem Molybdinsiurereagenz nach Hanes- I+ !:erwood! 


sowie aus der leichten Trennbarkeit der fraglichen Zuckerc- ier in de 


Loésungsmitteln | und ILL hervor. Fiir das Vorkommen von !hosphory. 


lasen spricht auch die Zunahme der Phosphorsiure und das Auftrete 

. . , 
von Glucose und Fructose auf den Chromatogrammen nach Hydrolys 
des Verdauungsgemisches. 


AuBerdem sind die verschiedenen, den einzelnen Phosphorsiure. 


Zuckerestern entsprechenden blauen Flecke nach Hydrolyse mit 8. 


HC] verschwunden. und der Fleck der Phosphorsiure ist enisprechend 


verstirkt. 


Auch die Keproduzierbarkeit der fiir die Phosphorsaure-Zuckerester 


typischen Ry-Werte in zwei verse hiedenen Lésungsmitte|n spricht 
fiir das Vorhandensein solecher Ester bzw. der sie bildenden Ferment 
im SchweiB. Mangels Vergleichssubstanzen war eine direkte Identifi. 
zierung dieser Ester im Papierchromatogramm nicht mdglich. 

Es fragt sich nun, ob die Glykogenspaltung wirklich allein durd 
die Fermente der Schweifdriisen selbst bzw. die mit dem Schweib ar. 
geschwemmten Fermente der Interzellularraume der Epidermis verw- 
sacht ist und ob nicht auch, besonders was die Phosphorylicrungsreak- 
tionen betrifft, Bakterien (Anaerobier) eine Rolle spielen. Der Bakterier- 
einfluB wurde zwar durch Toluoliiberschichtung auszuschalten versucht 
Aber selbst wena die Bakterien trotzdem glykogenspaltende Ferment: 
produzieren sol!ten, so wire dies noch kein Beweis gegen eine nebenher 
laufende Tiatigkeit von ,,echten** SchweiBfermenten im angegebene 
Sinne. Eine vollkommene Ausschaltung der Bakterien ]aBt sich ja nw 
bei gleichzeitiger Zerstérung aller tibrigen Haut- und Schweibferment 
erzielen. Da aber die Hautbakterien, als gleichsam in Symbiose mit der 
Oberhaut lebend, in Analogie zu den Darmbakterien als physiologis¢! 
angesehen werden, gehéren etwa innerhalb der Epidermis gebildet 
Bakterienfermente ebenfalls zum chemischen Milieu der Hautoberflach 
So betrachtet, erscheint die Frage nach der Mitwirkung etwaiger Bak- 
terienfermente im Schweif fiir den Glykogenabbau mehr von unter. 
geordneter Bedeutung. Nach den vorliegenden Versuchsergebniss! 
kommen im Schweil des Menschen folgende Fermente vor: 

1. Amylase auf Grund des Nachweises von Maltose. 

2. a-Glucosidase auf Grund des Nachweises von Glucose, i 
bei der Inkubation von Maltose mit SchweiB entstanden ist. 

3. AuBerdem enthalt der SchweiB Fermente, welche die Pho» 
phorylierung der Zucker beim anaeroben Glykogenabbau kata: 
lysieren. Dies kann aus den Ry-Werten der Zucker-Phosphorsaureest 
in zwei verschiedenen Lésungsmitteln (Methanol-Ameisensiure-Was 
und Methanol-Ammoniak-Wasser) entnommen werden sowie auch als 


4.8. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
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dem papier hromatographischen Nachweis von Glucose, Fructose und 
ee iure nach HCl-Hydrolyse der fraglichen Zuckerphosphate. 

Der SchweiB enthalt die fiir die Phosphorylierungsreaktionen 
heal Phosphorsiure annahernd in Konzentrationen, wie sie im 
Blut vorkommen (d. h. 3—4 mg®, gegen 3—5 mg”, im Blut). 


Beschreibung der Versuche 
Der SchweiB wird an Versuchspersonen im Saunabad erzeugt, mit randlosen 
Reagenzglisern von der vorderen SchweiBrinne abgestreift und nach Abzentri- 
fugieren der epithelialen Anteile zur Ausschaltung der Bakterien mit je 2 ml Toluol 
iiberschichtet. 


Fir die Bebriitungsversuche im Reagenzglas werden folgende Ansatze 


verwendet : 
1. 0,5 ml 2-proz. Glykogenlésung + 0,5 ml Schweib 
2. 0,5 ml dest. Wasser + 0.5 ml SchweiB 
3. 0.5 ml 2-proz. Glykogenlésung + 0,5 ml dest. Wasser 
4. 0.5 m/l 40 mg-proz. Maltoselosung+- 0,5 ml SchweiB 
5. 0,5 ml 40 mg-proz. Maltoselésung+ 0,5 ml m/15-Phosphatpufferlosg (py 7) 


6. 0.5 ml m/15-Phosphatpufferlésg. + 0,5 ml Schweib 


Nach 2—8-stdg. Inkubation im Reagenzglas bei 37° im wasserdampfgesat- 
tigten Brutschrank werden laufend Proben entnommen, nach Somogyi! auf ihr 
teduktionsvermégen untersucht und die Spaltprodukte papierchromatographisch 
(ausschlieBlich auf WhatmanI-Papier) analysiert. Entsprechende Leerversuche mit 
Schwei8 und Glykogen bzw. Maltoselésung allein werden angeschlossen, 

Zu den orientierenden Versuchen (Abb. 1) werden die entnommenen Proben 
in Tropfenform auf Schleicher & Schiill-Papier aufgetragen und nach Trocknen 
mit Benzidin entwickelt. 








60 0 —— (160 Oy Ce 


ceOCO66: |. 
120-180 


40 80 200° — 280 7 

\bb. 1. Zunahme reduzierender Zucker bei 3stdg. Inku- az} + a 
hation von 2-proz. Glykogenlésung mit SchweiB bei 37°. 
Proben von 0,02 ml (entsprechend 40 y Glykogen) oder | 
des 2—7fachen auf Schleicher & Schiill- Papier 2040a | 
aufgetragen und mit Benzidin entwickelt, a) Normal- 30 60 

person, b) Diabetiker. mg‘h —= 
\bb. 2. Eichkurve f. Glucose nach Somogyi! (s. Text). blukose 

FE Extinktion. d: 1.0 em, Filter S,, (gelb). Abb. 2. 


Die Papierchromatogramme werden mit Anilinhydrogenphthalat und z. T. 
uch mit dem Reagens nach Hanes und Isherwood?4 entwickelt (Hellbraun- 
law. Blaufirbung durch Molybdanblau). 
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Fiir die Verdauung auf Papier werden die Glykogen- bzw. Ma‘ tose-Flecke, 
auf Schleicher & Schiill-Papier 2040a mit Hilfe einer spitz ausgez venen Bly 
zuckerpipette in der Weise erzeugt, daB jeweils 0,02 ml einer 2-proz. Lisung yy 
reinem Leberglykogen bzw. einer 40 mg-proz. Maltosel6sung aufgetrs sen und pm) 


dem Féhn getrocknet werden; je nach der aufzubringenden Substrai menge wi: 


das Papier von neuem mit derselben Menge beschickt. Sodann werdei: pro Papier. 
streifen von 20 cm Lange und 4cm Breite je 2 ml SchweiB verspriilii. | 

Die Reduktionsprobe von Somogyi! beruht im Prinzip aut der Zuckey 
bestimmungsmethode nach Folin-Wu. Sie wird dahingehend modifiziert, qj) 
die entstehende tiefblaue Lésung zum Zweck der besseren Ablesbarkeit im Pulfric) 
Photometer auf ein Volumen von 20 ml (ausgehend von 3,5 ml) verdiinnt wip 
Als Filter dient S;, (gelb) zum Pulfrich-Photometer nach Zeif. 

Zunachst wird eine Eichkurve mit verschiedenen Glucoselésunven von | }j 
100 mg®,, hergestellt (s. Abb. 2). Sodann werden jeweils 0,5 ml der Clucoselisuy: 
mit 1,0 m/ alkalischer Kupfersulfatlésung [| Loésg. a) + b), siehe unten} versety 
und das Réhrehen 6 Min. in kochendes Wasserbad gebracht, dann 3 Min. in ¢( 
kaltes Bad. Dann werden 2 ml Molybdansiure [Lésg. c)] zugegeben. Es entstel; 
eine dunkelblaue Farbe. Alsdann wird mit dest. Wasser auf 20 ml aufgefiillt 
bis zum Ablesen der Extinktion im Pulfrich-Photometer 10 Min. im Dunkel 
stehengelassen. 

Nach Zentrifugieren des SchweiBes bei 3000 U/Min. eriibrigt sich die Ent 
eiweiBung mit Phosphorwolframsaure, wie Vergleichsmessungen ergaben. Anstat! 
der 5 m/l Glucoselésungen werden im Hauptversuch 0,5 ml der verschiedenen Ay 
satzlésungen (s. oben) verwendet. 


Lésungen 

a) 100 ml einer 5-proz. waBr. Kupfersulfatlésung werden mit 1 Tropfen kon 
Schwefelsiure versetzt. 

b) 35g Natriumearbonat lést man in einer Literflasche in 200 ml Wasser 
gibt dazu 13 g Natriumtartrat, 11 g Natriumhydrogencarbonat und 600 ml Wass 
Nach vollkommener Lésung wird zum Liter aufgefiillt. 

Vor Gebrauch wird 1 Tl. Lésung a) mit 9 TIn. Lésung b) gemischt (nur | Ty 
haltbar). ; 

c) Man list 40 ¢ Natriummolybdat in 100 ml Wasser, gibt 54 ml 85-pro 
Phosphorsiure und 40 m/ kalte Schwefelsdiure (1 Vol. konz. Schwefelsiure + 3 Vo 
Wasser) zu, zuletzt 20 m/ 99-proz. Essigséure (nur 1 Woche haltbar). 

Der Leerwert mit SchweiB bzw. Glykogen allein wird subtrahiert. 

Phosphorsaurebestimmung nach der Vorschrift von Berenblum w 
Chain‘, Prinzip: Blaufarbung der Phosphormolybdansaéure durch Reduktionsmitt: 
{Zinn(I1)-chlorid|. Die durch Ausschiitteln in n-Butanol aufgenommene gril 
blaue Farbe wird mit dem Gelbfilter S,;, in Kiivetten von der Schichtdicke 1,0 
im Pulfrich-Photometer von ZeiB photometriert. Es werden im einzelnen verwe! 
det: 0,5 ml Ansatzlésung (s. oben Ansatze 1—4), 2 ml dest. Wasser, 2 ml Molybdi- 
reagens und 0,5 mi gesatt. Zinn(I1)-chloridlésung. Der so entwickelte blaue Far'- 
stoff wird mit je 4—5 mi n-Butanol ausgeschiittelt und photometriert. Die Ei! 
kurve wird aus Verdiinnungen von 85-proz. Phosphorsaure gewonnen, wobei V« 
diinnungsreihen von 1—15 y/ml dest. Wasser hergestellt werden. Der Phosphor 
sauregehalt des Schweifbes wird auf elementaren Phosphor in mg®, umgerechiné' 
(Abb. 3). 


Die Eichkurven der Glucose und der Phosphorsaure laufen in dem angegebent! 
Bereich von 1—40 mg®%, bzw. von 1—15 y/ml geradlinig. 


Die Arbeit wurde im Physiologisch-Chemischen Institut der Universit 
Erlangen begonnen und im Physiologisch-Chemischen Institut der Université 
Homburg (Saar) abgeschlossen. 
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| ‘A 
i 
F 
J 
é oe : i ae t i 
Abb. 3. Eichkurve fiir Phosphorsaure-Phosphor / 
Abb. e 
nach der Methode von Kuttner und Lichten- 
stein, von Berenblum und Chain$ modifiziert. : I 
d: 10cm, Filter S,,. i 
Der obere MeBpunkt ist zugleich die Grenze : 
der genauen Ablesbarkeit. 
|. 


Zusammenfassung 


Durch Inkubation von Glykogen mit SchweifS und anschlieBende 
Analyse der Spaltprodukte wird gezeigt, daB der SchweifB neben Amy- 
lase (Diastase) und «-Glucosidase, deren Vorhandensein sichergestellt 
werden konnte, wahrscheinlich auch noch andere, fiir den anaeroben 
Glykogenabbau verantwortliche Fermente enthalt. Phosphorsaure 
kommt sowohl frei als auch mit Zucker verestert im menschlichen 
Schweif vor. 


Summary 


Glycogen has been incubated with perspiration and the resulting 
cleavage products analysed. The results indicate that perspiration con- 
tains amylase (diastase) and a-glucosidase. The presence of other en- 
zymes which participate in the anaerobic glycogen degradation is pre- 
sumed. Human perspiration has also been shown to contain free phos- 
phorie acid and phosphate esters of carbohydrates. 
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Zur Jod-Mikrobestimmung in biologischem Material 
Von 
Kk. Bode und M. Waldschmidt 


Aus der Medizinischen Universititsklinik K6ln (Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c¢. H. W. Knipping 
Jsotopenlaboratorium (Prof. Dr. W. Maurer) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Miirz 1957) 


Im Rahmen einer Arbeit iiber die Jod-Ausscheidung durch (i 
Speicheldriisen! muBten Mengen von 0,07—0,30 ug Jod in biologische: 
Material wie Serum- und Speichelproben bestimmt werden. Hierbei «- 
gaben sich einige neue Gesichtspunkte fiir die Durchfiihrung solche 
Mikrobestimmungen, woriber hier berichtet werden soll. 

Zur Bestimmung kleinster Jodmengen sind zahlreiche Verfahra 
angegeben worden?. Sie unterscheiden sich im wesentlichen durch di 
Art der Aufarbeitung des organischen Materials auf reines Jodid, dis 
dann entweder titrimetrisch oder auf Grund seiner katalytischen Reak: 
tion (siehe unten) bestimmt wird. Es soll hier auf das zuerst von Chaney 
beschriebene Verfahren eingegangen werden, das spiter von Tauro; 
und Chaikoff* sowie von Barker® weiter ausgebaut wurde und dis 
in den letzten Jahren in zunehmendem Mabe verwandt wird*". 

Bei diesem Verfahren wird das organische Material zunachst wi 
Chrom-Schwefelsiure verascht. Das hierbei entstehende Jodat wird dam 
mit phosphoriger Siiure reduziert und das Jod in eine alkalische Vorlay 
abdestilliert. Die quantitative Bestimmung des Jods erfolgt dann uw 
mittelbar aus einem aliquoten Teil des Destillats. Sie beruht auf d: 
katalytischen Wirkung des Jod-Ions bei der Reduktion der Cer(I\- 
Ionen durch arsenige Siure!!. 

Bei der Anwendung des Verfahrens nach den Vorschriften der Lit 
ratur stellte sich jedoch heraus, daB die Genauigkeit fiir die Anspriic 


1K. Gerbaulet, W. Fitting u. S. Rosenkaimer, Klin. Wschr. 36,57 
[1957]. 

2 Siehe Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiologisch- und __ pathologisch-t! 
mische Analyse, X. Auflage, Bd. 3/1, 8S. 136—153, Springer-Verlag 1955. 

3 A. L. Chaney, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 12, 179 [1940]. 

4 A. Taurog u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 163, 313 [1946]. 

5 8. B. Barker, J. biol. Chemistry 178, 715 [1948]. 
EK. Klein, Biochem. Z. 822, 388 [1952]. 
7 E. Klein, Réntgen- und Laboratoriumspraxis 6, 120 [1953]. : 
8 ©. M. Blackburn u. M. H. Power, J. clin. Endocrinol. Metabol. 14, !3" 


6 


® T. Friis, Scand. J. clin. Lab. Invest. 7, 336 [1955]. 
0G. H. Ellis u. G. D. Duncan, Analytic. Chem. 25, 1558 [1953]. e 
! Siehe dazu: E. B. Sandellu. I. M. Kolthoff, Microchim. Acta 1,9 (19- 





bd. 3 


der | 
koff 
Jod 
sich 
der 7 
nen. 
eine 
Verlt 
analc 
geleg 
, 
mung 
segel 
nur | 
sich i 
hener 


Z 
zien: 
Herste 
von B 
I 
nach 
in glei 
D 
sonder: 
12M 
Losung 
3 Mone 


VI 





Hopy 


h dit 
sche! 
bei er. 
Oleher 


fahrer 


ch die 
d, das 
Reak. 


Ane| 


LUT OL 


id das 


st nut 


1 daw 


orlage 
NU: 
uf da 
r (IV). 


r Lite. 
aril 


3H, 51 


ch-c! 


pd. 308 (1957) Zur Jod-Mikrobestimmung in biologischem Material 205 


der zitierten Arbeit? nicht groB genug war. Schon Taurog und Chai- 
koff4 stellten fest, daB bei der Destillation mit 10—15°, Verlust an 
Jod zu rechnen ist. Bei den hier durchgefiihrten Jodbestimmungen ergab 
sich aber, dab diese Jodverluste je nach Versuchsbedingungen und Art 
der zu verarbeitenden Proben auch noch systematisch gr6Ber sein kén- 
nen, Es wurde daher eine regelmaBige Messung der Jod-Ausbeute iiber 
eine Markierung mit }'J durchgefiihrt; dadurch lassen sich alle Jod- 
Verluste quantitativ erfassen. Besonderer Wert wurde auf eine genaue 
analog aufgebaute — Bestimmung des Blindwertes aller Reagenzien 
selegt. 

Weiterhin konnte die Genauigkeit der kolorimetrischen Bestim- 
nung durch Messung bei A = 380 my an Stelle der in der Literatur an- 
vegebenen A == 420—440 mu vergroBert werden. 

Das hier in den letzten Jahren ausgearbeitete Verfahren liefert bei 
nur wenig erhéhtem Arbeitsaufwand eine gréBere Genauigkeit. Da es 
sich in einigen wesentlichen Punkten von den in der Literatur beschrie- 
henen unterscheidet, soll es im folgenden kurz beschrieben werden. 


Beschreibung des Verfahrens 


Zusammensetzung der Lésungen und Reinigung der Reagen- 
zien: Tab. 1 gibt die Zusammensetzung der verwandten Lésungen wieder. Die 
Herstellung der Lésungen I, IJ, III, VI,und VIII erfolgte nach der Vorschrift 
von Barker®. 

Eine reduzierende Substanz in der Vorlage erschien nicht erforderlich, da 
nach unseren Erfahrungen reine Natronlauge (Lésung IV) das iibergehende Jod 
in gleichem MaBe absorbiert. 

Die Lésung VIT (Cer(1V)-sulfat-Lésung) wurde nicht, wie bei Barker, 1-proz., 
sondern gesattigt angesetzt, da eine gesattigte Lésung haltbarer ist. Sie muB 
|—2 Monate alt sein, ehe sie konstante Werte liefert. Losung VIII (Jodid-Standard- 
Losung) wurde in einer dunklen Flasche im Eisschrank aufbewahrt und alle 
3 Monate erneuert. 


Tab. 1. Zusammensetzung der Lésunge. 





Lésung Zusammensetzung 





CrO,-Lésung 60°,, CrO, in Wasser 
H,SO,-Lésung 70 Gew.% H,SO, 
H,PO,-Lésung 60 Gew.° H,PO, 
NaOH-Lésung l-n. waBr. Losung 
NaOH-Lésu’ g 0,25-n. waBr. Lésung 

As,0.-Lésv ig 3.71 g As,O, in 200 ml 0,25-n.NaOH mit 70- 
proz. H,SO, neutralisiert, 54 m/ 70-proz. 
H,SO, im Uberschu8 dazu, mit Wasser ad 
500 ml und 3,125 g NaCl darin gelést. 
Cer(1V)-sulfat-Lésung | gesatt. Loung von Cer(IV)-sulfat in 15-n.H,SO, 
(178 m/ konz. H,SO, mit Wasser ad 500 mil). 
Vor Gebrauch mit Wasser 1:1 verdiinnt. 

VII | Jodid-Standard- 118.1 mg trockenes NaJ auf 1/7 Wasser; vor 
Losung Gebrauch 1: 1000 verdiinnt. 
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Die verwandten Reagenzien wurden wie folgt gereinigt: 


1. 11 konz. Schwefelsiure, p. a. Merck, wurde nach Zusatz vou 5 ml kon) 
Salzsiure zum Sieden erhitzt und daraus im Laufe von 2 Stdn. 50 m/ abdestillien 

2. Das Chromtrioxyd, p. a. Merck, war meist am starksten durch Spure: 
von Jod verunreinigt..Es wurde 2—3mal aus Wasser durch Zusatz ‘von kon, 
Schwefelsiure umgefallt, auf einer Glasfritte scharf abgesaugt und i. Vak, iibe 
PO; getrocknet. 


3. Die phosphorige Saéure (Riedel de Haen crist.) enthielt nur geringe Ver 
unreinigungen. Sie wurde in 60proz. waBriger Lésung 2 Stdn. in einem Bechergig 
im Sieden gehalten, wobei immer wieder auf das urspriingliche Volumen aufgefiil; | 


wurde. 

4. Fiir simtliche Untersuchungen wurde bidestilliertes Wasser aus einer 
Quarz-Apparatur verwandt. 

Da ein etwaiger Jodgehalt der Lésungen I[V—VII (Tab. 1) in vicicher Weis 








in die MeB- und Eichwerte eingeht, brauchen diese Substanzen nicht besonder | 


gereinigt zu werden. 


Radioaktive Messungen: Alle im folgenden angegebenen Messungen yor | 


131J-Aktivitaten wurden mit ‘einem Bohrloch-Szintillationszahler  (Tracerlat 
P 20 W) unter Verwendung einer Fliissigkeitsmenge von 5 ml durchgefiihrt, uni 
zwar mit einem statistischen Fehler von weniger als 0,5%. 

Veraschung: Im allgemeinen lagen die zu verarbeitenden organische: 
Proben (2 ml Serum oder 5 ml Speichel) bereits in 1°!J-markierter Form vor 
(Material von !*!J-Therapie- oder Testfallen). War das nicht der Fall oder war di 
131J-Aktivitat nicht ausreichend, so wurde zu der Probe zunachst ein tragerfreie 
131J-Praparat von genau bekannter Aktivitaét zugegeben. ‘Zur Veraschung der 
organischen Substanz wurde nach Zugabe von 3 ml der Lésung I (CrO,-Lésung 
und 25 ml der Lésung II (H,SO,-Lésung) auf dem Sandbad erhitzt, bis sich ein: 
geschlossene Kristallhaut von CrO, bildete bzw. weiBe Nebel von SO, entwickelt 
wurden. Nach dem Abkiihlen wurden 15 ml Wasser zugegeben und die Veraschun 
wiederholt. 

Die Veraschung wurde in dem zur Destillations-Apparatur gehdrigen Zwei 
halskolben durchgefiihrt. 

Destillation: Die erkaltete Veraschungslésung wurde nach Zugabe voi 
15 ml Wasser an die von Klein® beschriebene Destillations-Apparatur angeschlo- 
sen und langsam erhitzt. In der Vorlage befanden sich 1 ml der Lésung IV (Na0t: 
Lésung) und 2 ml Wasser. In die siedende Lésung lieB man 5 ml der Lésungl! 
(H,PO,-Lésung) eintropfen und destillierte in maBigem Tempo etwa 15 Min. Dis 
Destillat (12 bis 15 m/) wurde mit Wasser auf 20 ml aufgefiillt. Davon wurden in 
zur Messung der 1*!J-Aktivitét entnommen und zweimal je 5 ml zur kolorim 
trischen Bestimmung des Jod-Gehaltes. 

Bestimmung der Jod-Ausbeute bei Veraschung und Destilla- 
tion: Die vor der Veraschung zugegebene 1*!J-Losung bzw. die bereits ™/ 
aktive Probe wurde auf 5 ml mit Wasser aufgefiillt und mit dem Bohrloch-Szinti- 
lationszahler mit einer statistischen Genauigkeit von 0,59 gemessen. In den 
gleichen Roéhrchen wurde auch die Messung von 5 ml des Destillats (= 1), (* 
Destillats) durchgefiihrt. Aus beiden Messungen kann die Jod-Ausbeute im Dest 
lat berechnet werden. Sie beriicksichtigt Verluste bei Veraschung und Destillatio: 

Das — bei nicht 1\J-markierten Proben — vor der Veraschung zugegebe 
131J-Praparat enthielt maximal 1 ug Jod pro 1 mC ™!J, Dem entsprachen unt 
den obengenannten Me-Bedingungen etwa 10° Impulse/Min. Zur Markierw 
wurden !3!J-Priparate von maximal 50000 Imp./Min. verwandt. Diese enthalter 
daher in noch nicht abgeklungenem Zustand hochstens 0,00005 ug Jod. Erst dis 
100-fache dieser Menge wiirde bei den Jodbestimmungen stoéren. 

Bei den genannten Priparatstarken waren die Auflisungsverluste der Zi! 
anordnung kleiner als 0,1°%, des MeBwertes. 
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Kolorimetrische Bestimmung des Jod-Gehaltes im Destillat 


MeBproben: In einem Reagenzglas wurden 5 ml des Destillats mit 0.5 m/ 
der Losung VI (As,O,-Lésung) versetzt und in einem Ultrathermostaten auf 
34 + 0,19 angewarmt. 

Eichproben: Es wurde regelmaBig eine Eichkurve mitgemessen. Die Eich- 
proben enthielten 0,5 mi der Losung VI /As,03-Lésung), 1 m/ der Lésung V (NaQH- 
Losung) und 0,00, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 baw. 0,06 ug Jod aus Lésung VIII (Jodid- 
Sand rd-Losung) ad 5,5 ml Wasser in Reagenzglasern. Die Eichproben unter- 
schieden sich also von den MeBproben nur durch den Gehalt an Jod. Sie wurden 
wie oben auf 34° angewarmt. 

Zu den einzelnen MeB- und Eichproben wurde im Abstand von 30 Sek. 0.5 ml 
der Losung VIL (Cer(IV)-sulfat-Loésung) gegeben und gut durchgeriihrt. Nach 
Stehenlassen der einzelnen Proben iiber weitere 12 Min. bei 34° wurden die Proben 








Eichkurve. 


aus den Reagenzglisern in optische Kiivetten mit 1 cm Schichtdicke umgefiillt 
und sofort in einem ZeiB-Elektro-Kolorimeter (ELKO II mit Kondensor II und 
Filter S 38) kolorimetriert. Bei einem zeitlichen Abstand der Einzelmessungen 
von 30 Sek. und einer Reaktionszeit von 12 Min. kénnen im gleichen Arbeitsgang 
bis zu 23 Kinzelproben bestimmt werden. Auf die genaue Einhaltung der Reak- 
tionszeit mu besonderer Wert gelegt werden. 

Eichkurve: Bei der Ablesung wurde der Graukeil des Kolorimeters so ein- 
gestellt, daB 0.5 ml der Lésung VII (Cer(IV)-sulfat-Lésung) mit Wasser ad 5.5 ml 
auf der logarithmischen Skala des Elko II dem Ablesewert 1.00 entsprachen. Diese 
Linstellung bzw. Kontrolle erfolgte regelmaBig vor bzw. nach jedem Mefgang. 
Die Ablesewerte der Proben waren dann alle kleiner und den wahren Extink- 
tionswerten proportional. Die graphische Auftragung der Ablesewerte der Eich- 
proben gegen die Menge des zugegebenen Jods ergibt zwischen 0,00 und 0.04 yg 
Jod eine Gerade (siehe die Abb.). — 
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Diskussion 
Bedeutung regelmaBiger Ausbeute-Messingen 

Bei dem gegenwirtigen Stande der Jodbestimmung. stellen ¢j 
Jodverluste bei der Veraschung und vor allem bei der De: illation }, 
weitem die gréBte Fehlerquelle dar. Schon Taurog und Chaikofi 
hatten bei der Kontrolle des Verfahrens mit J festgesteilt, daB ¢j 
Destillations-Ausbeute unter den von ihnen angegebenen Hedingungy 
zwischen 84°, und 94% liegt, d.h. also, daB mit einem Verlust yy) 
rund 10—15°, zu rechnen ist. Barker schlug deshalb vor, «lie gefund: 
nen Jodmengen grundsitzlich um 10% aufzurechnen®. 

Bei der groBen Zahl von Ausbeute-Messungen, welche hier dure 
gefiihrt wurden, fiel auf, daB unter bestimmten Bedingungen die Ais 
beute systematisch niedriger lag, und zwar 1., wenn nicht. verasc; 
wurde, d.h. wenn z. B. eingewogene Jodid-Mengen nach Zugabe vw 
CrO. und H,SO, vor der Destillation nicht erhitzt wurden, worauf sche 
Barker? hinwies; 2., wenn zu Beginn der Destillation H,PO, in die kal 
Lésung eingetropft wurde und die Reduktion dadurch sehr langsa 
verlief und 3., wenn nach der Veraschung nur noch geringe Mengea wu 
unverbrauchtem CrO, vorlagen, wie bei der Veraschung von Serum i 
Gegensatz zu Speichel. 

Insbesondere wegen 3. erschien deshalb eine regelmaBige Ausbeut 
Messung unumginglich. Zur Klarung der Verhaltnisse wurde die 4! 
hangigkeit der Ausbeute von der Konzentration der beteiligten Re: 
genzien untersucht. 


Abhingigkeit der Ausbeute von speziellen Versuchs. | 
bedingungen 


Die in Tab. 2 wiedergegebenen Messungen zeigen, wie i 
Ausbeute von der Konzentration der H,SO, im Destillationsriici-| 
stand sowie von der Menge des bei der Veraschung nicht verbrauchte 
CrO, abhingt. Versuchsgruppe A in Tab. 2 entspricht mit. praktiv! 
unverbrauchtem CrO, etwa den Bedingungen nach der Veraschung Wi 
Speichel, Versuchsgruppe B mit zu °/,) verbrauchtem CrO, den Bedi: 
gungen nach der Veraschung von 2 ml Serum. Innerhalb beider Ve 
suchsgruppen wurde die nach der Veraschung zugegebene Wassermely 
(Spalte LV) variiert, was bei konstanten Destillatmengen (Spalte V)z 
unterschiedlichen H,SO,-Konzentrationen am Ende der Destillativ 
(Spalte VI) fiihrt. 

Wie zu erwarten, steigt die Ausbeute nach Tab. 2, Versuchsgrupp: 
und B, mit wachsender H,SO,-Konzentration an und erreicht bei nahei 
konzentrierter H,SO, einen optimalen Wert. Es empfiehlt sich jet 
nicht, die H,SO, iiber etwa 75°, zu konzentrieren, weil dann — \" 
allem bei einem gréBeren UberschuB von H,PO, — leicht SO, entstel 
Das fiihrt zu einer unspezifischen Entfirbung des Cer(LV)-sulfats, © 
A 6 und insbesondere B 6 in Tab. 2 zeigen. Man arbeitet am_ besten 1!’ 
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Tab, 2. Ausbeute an Jod bei Einwaage von 0,15 yg Jod unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen. , 


Bei Versuchsyruppe A wurden 3 ml 60°, CrOs, bei Versuchsgruppe B 3 mil 6°, CrO, zugegeben. 




















we 
5 ta) 1 IV v VI Vil Vill 1X 
Augabe ' H,SO,- Gemessene Jod- Ausbeute | Uftiessene 
von H,O| Destil- Konzen- : Jodmenge 
Ver- Zugabe nach lat- tration menge 1D ug bei in wg korri- 
suchs- | Nr in Ver- am Ende | (nicht korrigiert) | Veraschung giert auf 
menge = Fa 
sruppe we Jod Jaschung] , der Ver- Doppel- und Ausbeute 
. ; in ml in ml aschung ; , und 
sal in % bestimmung Destillation | plindwert 
. ! 
4 | O15 30 13,5 36 0.073: 0.076 39,5% 0.160: 0.168 
\ 2 O15 25 14.5 42 O;121,; 0,221, 64.5°,, 0.150: 0.150 
4 3 O15 20 13,2 47 0,130; 0132 47,9°% 0.147: 0.150 
4 4 ONS 15 13,7 5s 0,145,; 0.1456 82:0% 0.153 20.153 
\ 5 | 0,15 10 13,9 71 0.145,; 0,147, §6,5% 0.144: 0.147 
4 6 O15 5 13.9 95 O:172, @372, 88.69, 10.170, :0.171 
0.00 
4 7 | (Blind-) 20 14.0 49 | O.01s,: 0,019, 80.6% 0,023, :0,024 
wert) 
7 l 0,15 30 14.3 3s 0.0509; 0.050, 20,6%, ho 124; 0,125 
B 2 O15 25 14.6 44 0.044; 0.044 26.19, 0.144: 0.144 
B 3 0,15 20 14,5 52 0.0805: 0.077 44,49 10.156: 0.150 
B 4 O15 17.5 15.2 60 0.074: 0.074 43.1%, 10.150: 0.150 
B 5 | O15 15 14.2 4 0.0914; 0,092, 52.59% } 0,150; 0.153 
f = Sofortige Ent- cre ] 
; ; 3. : 57,5° 
hb 6 O15 10 13.0 vi firbung, SO, ) | 
0.00 a | | 0.022. 
B 7 |(Blind- 20) 14,4 52 0.010, 0.010, } 44.4°,, | 0.02 
wert) | =H 

















einer H,SO,-Endkonzentration von 60—70°,. Die Jodverluste werden 
dadurch nur wenig vergroBert. Da die Ausbeute zudem in jedem Falle 
iiber 1J-Messungen genau berechnet werden kann. ist das ohne 
Bedeutung 

Die H,SO,-Konzentration zu Ende der Destillation (Spalte VI in 
Tab. 2) wurden aus den vor und wahrend der Destillation zugegebenen 
Wassermengen und der Destillatmenge berechnet. Nach einer Ver- 
aschung mit groBem CrO,-UberschuB (z. B. Speichelproben) ist die H,SO, 
i-proz., wenn bis zur Ausbildung einer geschlossenen Haut von CrO, 
verascht wird und bei Veraschung mit geringem CrO,-UberschuB (z. B. 
Serumproben) 78-proz.. wenn bis zum Auftreten weiBer Nebel verascht 
wird. Diese Werte ergaben sich aus Dichtebestimmungen. 

Wie stark die Ausbeute bei der Destillation von der Menge des iiber- 
schiissigen CrO, abhingt. zeigt ein Vergleich von Versuchsgruppe A 
und B. Allgemein waren dementsprechend die Ausbeuten bei der Ver- 
arbeitung von Serum stets niedriger als bei der Verarbeitung von 
Speichel. 

Diese unterschiedlichen Ausbeuten kénnten von der verschieden 
heftig ablaufenden Reaktion zwischen dem iiberschiissigen CrO, und 
der zugegebenen H,PO, herriihren. Evtl. spielen lokale Uberhitzungs- 
elekte eine Rolle. Dafiir spricht u. a.. daB die Ausbeute bei Zugabe der 
vPO, in der Kalte niedriger ist als bei Zugabe zu der angewarmten 
sung. 
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Blindwerte 


vo} 
Der Blindwert der zu den Lésungen I, II und ILI (Tab. 2) verwands me 
Reagenzien betraigt auch nach sorgfiltiger Reinigung meist noch |} Ze! 
Hundertstel wg Jod. Da die zu bestimmenden Jodmengen ineist ety La 
10mal gréBer waren, konnte dieser Blindwert ohne wesent!iche Beg 
trichtigung der Genauigkeit in Kauf genommen werden. Er \ urde jedo 
bei jeder einzelnen Messung neu bestimmt. Der Blindwert der Lésung 
IV—VII (Tab. 1) erscheint nicht im MeBergebnis, weil er in gleich lich 
MaBe in die MeB- und Eichwerte eingeht, worauf bereits hingewies, Gal 
wurde. han 
Bei der Bestimmung des Blindwerts wurde genauso verfahren yj a 
bei den tibrigen Bestimmungen. Auch hier wurde immer die Ausbew: Mel 
bestimmt, wofiir Tab. 2, A 7 und B 7, Beispiele wiedergibt. Wenn au <i 
der Fehler des Blindwerts nicht in voller Héhe in den prozentuale ve 
Fehler des MeBergebnisses eingeht, so setzt er doch dessen Genauigke' pe, 
nicht unbetrachtlich herab. ye 
Wie Tab. 2. Versuchsgruppe A zeigt, kénnen die Blindwerte j = 
giinstigsten Arbeitsbereich die Ausbeuteverluste gerade kompensier ais 
Z. B. betragen die gefundenen Jodmengen vor der Korrektur (Spalte V!! 
bei Versuch A 5 0,145—0.147 ug Jod, nach der Korrektur (Spalte [\ 
0,144—0,147 ug Jod. LaBt man daher bei der Kontrolle der Bestimmuy 
mit eingewogenen Jodmengen den Blindwert unberiicksichtigt, so kaw — 
man u. U. leicht zu der irrigen Annahme einer 100-proz. Jod-Ausheu' Nr. 
gelangen. der 
| Serur 
Einflué des Kolorimeter-Lichtfilters auf die Eichkurve | Prob 
| 
Neben der genauen Erfassung des Blindwerts und der Messung ds} 
individuellen Ausbeute bei der Veraschung und Destillation wurde eit: — 
Steigerung der Genauigkeit und Empfindlichkeit bei der kolorimetrisch: | 1 
Bestimmung angestrebt. 
Hierbei erwies sich ein Austausch des bisher verwandten Filtes 9 
S 42 E (Durchlissigkeitsmaximum bei 418 mu, Halbwertsbreite 18 ny 
gegen das neue Zeib-Filter S 38 E (Durchlassigkeitsmaximum bei 3801 3 
Halbwertsbreite 17 my) als vorteilhaft. Das Durchlassigkeitsmaximu 
des letzteren stimmt annihernd mit dem Absorptionsmaximum ¢ 4 
Cer(LV)-Ionen bei 360 my iiberein. Wie ein Vergleich der mit du 
Filtern S38 E und §S 42 E erhaltenen Eichkurven zeigt (siehe Ab) 5 
sind die Differenzen der Ablesewerte fiir zwei bestimmte Jodmengt' 
bei 380 my viel gréBer; die Ablesung wird dadurch genauer. 6 
teproduzierbarkeit der Eichkurve : 
Wenn die Jodwerte bei verschiedenen Bestimmungsreihen aus ill! 
am gleichen Tag nur einmal gemessenen Eichkurve entnommen wert! ] 
so kénnen Fehler bis zu 3% auftreten. Die Eichkurve sollte al Fehle 
jeder Bestimmungsreihe neu mitgemessen werden. Bei der Auswertil! mn dey 
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von MeBreihen an aufeinanderfolgenden Tagen mittels einer einmal ge-* 
messenen Eichkurve muB mit Fehlern von 5—10°,, und bei langeren 
Jeitriumen bis zu 25°, gerechnet werden (Altern der Cer(1V)-sulfat- 
Losung 4). 


Beispiel einer Jod-Bestimmung — Genauigkeit 


Tab. 3 zeigt als Beispiel eine Gesamtjod-Bestimmung an mensch- 
lichem Serum, und zwar bei einer Hyperthyreose nach therapeutischer 
Gabe von }24J. Zeile 1 und 2 der Tab. 3 stellen zusammen eine unab- 
hingige Doppelbestimmung dar. Veraschung und Destillation liefen hier- 
hei getrennt. Jedes Einzel-Destillat wurde zweimal im Rahmen getrenntet 
MeBreihen, d. h. an Hand verschiedener Eichkurven kolorimetrisch aus- 
gewertet. Die Spalten VIL und VIII enthalten in Zeile 1 und 2 die sich 
insgesamt ergebenden 4 Jodwerte. Wie man aus Tab. 3 entnimmt, be- 
trigt die mittlere lineare Abweichung der 4 Einzelmessungen nur etwa 
3°). Eine solche unabhangige Doppelbestimmung wurde immer dann 
durchgefiihrt, wenn gr6Btmégliche Genauigkeit erforderlich war. Dazu 
miissen insgesamt 0.15 bis 0,6 ug Jod zur Verfiigung stehen. 


Tab. 3. Beispiel einer Messung des Gesimtjod-Gehaltes im Serum 
(Hyperthyreose nach therapeu ischer }*1J-Gabe). 
Die Jod-Werte beziehen sich auf 2 md Serum. 








Gemessene Jodmengen : 
Nr. Gemessene Jodmengen (wg/2 ml Serum) korri- Mittel- 
der Aus- (nafs ox cr esng Aus- giert nach Ausbeute werte 
vance nicht Korrigier heute und Blindwert pe Ina 
serum- " Lich- Kich- Eich- 2 Lich- Eich- Kich- 2 ml 
material) ,urve | kurve | kurve | iP % kurve | kurve | kurve a 
lil ] Il lil Serum 


in VII bis 1X 


Probe 





I Il 11 | wi ¥ | VI | Vil | Vill IX | xX | XI 





2ml 
1 Serum 0,035, 0.036, 22.3 O137 0.142 
3 Stdn. 

38 0.004 


| 
2ml | 








2 Serum 0,080, | 0.080, 52.9 0,132 0,141, 
3 Stdn. 
2ml 

3 Serum 0.0656 | 0.066, 41,1 0.139 0.141, 
24Stdn 
2 ml 

4 Serum 0.08%; 
25Stdn 
2ml 

o Serum 0,065, 0,065, 43.1 
48 Stdn 
2 ml 

6 Serum 0.073, | 0.074, 48,5 
49Stdn 
- Blind- 


7 rAR0 2 . > 
wert 0,050. 0,032 73.6 0.039, 


0.140 


] 
O00] 


0,088, 55,6 0,138 | 0,158, 





| | 
| O.138.) 0.000 
| 
| 
0,132 | 0,182 | 0,132 | 0.000 


0,001 











0.131 0,133 | 0,132 
| | 


0.040. | 

















Bei einer 


: solechen Doppelbestimmung mitteln sich alle méglichen 
Fehler. Fehler in der Bestimmung der Destillations-Ausbeute stecken 
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kurve bedingten Fehler in den Zahlenunterschieden zwischei Spalte Vj 
und VIII. Daf der letztere Fehler nicht unbedeutend ist, zeiet ein Ve. | 
gleich der Spalten VIL und VIIL. Danach lieferte die Eichkurve I dure), 
weg niedrigere Werte als die Eichkurve IT. 

Zeile 3—6 geben MeB-Beispiele wieder, bei denen le:lighieh di: | 
kolorimetrische Bestimmung zweimal an Hand verschiedener lichkurye 
durchgefiihrt wurde. 

Tab. 2 zeigt, mit welcher Genauigkeit eingewogene Jodmenge, 
wiedergefunden wurden. Bei Anwendung des Verfahrens, wie oben ay. 
gegeben, wichen die MeBwerte nur bis zu etwa 3° von der Kinwage al 

Insgesamt diirfte die Genauigkeit einer Jodbestimmung bei Vor. 
liegen von 0,6 bis 0,2 ug Jod etwa 5%, bei 0,07 ug Jod etwa 8% und bei 


 @ 


0,05 ug Jod etwas mehr als 10% betragen. Das setzt allerdings voray: grap 
daB der Blindwert nicht gr6éBer als 0,025 ug Jod ist. Eia kleinerer Blind. nur 
wert wiirde insbesondere bei der Bestimmung kleiner Jodmengen di mal 
Genauigkeit vergroBern. auss 
Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaf beso 
und des Wirtschaftsministeriums des Landes Nordrhein-Westfale von 
unterstiitzt. Kan 
Zusammenfassung i 
1. Die Bestimmung kleinster Jodmengen nach Chaney wuré war 
durch eine regelmaibige Ausbeutemessung mittels J ausgebaut. Di des 1 
Jodverluste bei Veraschung und Destillation werden dabei quantitatiy | 
beriicksichtigt. | jiche 
2. Die Abhangigkeit der Jodverluste von verschiedenen Versuch. ZUWE 
bedingungen wurde untersucht. I 
3. Durch regelmabige Blindwertsbestimmungen und eine Verbess- rung 
rung der kolorimetrischen Methode wurde die Genauigkeit weiter ve: prod 
groBert. | Unte 
4. Das Verfahren erlaubt, Mengen bis herab zu 0,2 ug Jod mit 5 dure! 
Genauigkeit zu bestimmen. den § 
ss eine 
Summary pm 
The method of Chaney for the estimation of micro amounts of iodi nach 
has been modified by the incorporation of a systematic determinatit! mato 
of the iodine recovery with the aid of radioactive iodine (131), Th reini 
modified method enables the losses in ashing and distillation to be ¢ | 
termined. The influence of experimental conditions on the iodine loss unlés 
has been investigated. The accuracy of the method has been furth Woo 


improved by systematic blank determinations and by modification \ 
the colorimetric procedure so that quantities of iodine as low as 0.2(/ 
can be determined with an accuracy of 5 per cent. 
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(iber das Vorkommen von Methylmalonsaure im Harn 
Von 
Karl Thomas, Hans Kalbe, Junji Nagai und Karlheinz Stalder 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt 
(Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, Gottingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mirz 1957) 


Herrn B. Helferich zum 70. Geburtstag gewidmet 


Wie kiirzlich an anderer Stelle berichtet}, 1aBt sich mit chromato- 
graphischen Methoden auch aus normalem Menschenharn die bislang 
nur als normaler Bestandteil des Rattenharns nachgewiesene Methy|- 
malonsiure isolieren. Es handelt sich also bei der Methylmalonsiure- 
ausscheidung nicht, wie vermutet werden konnte, um eine Stoffwechsel- 
besonderheit der Ratte. Wir haben nun zur Erganzung auch den Harn 
von Kaninchen und Hunden bei normaler Fiitterung untersucht. Im 
Kaninchenharn hatten Boyland und Levi vergeblich nach dieser 
Siure gesucht?. Im Hundeharn hatten Weitzel und Mitarbb. sie nach 
Fiitterung von methylverzweigten Fettsiureamiden beobachtet: dabei 
war sie im Rahmen der angewendeten Methodik nicht als Bestandteil 
des normalen Harns dieser Tiere aufgefallen®. 

In den Harnen beider Spezies ist mit den jetzt benutzten empfind- 
licheren Methoden Methylmalonsaure in geringer Menge gleichfalls nach- 
zuweisen, 

Im Harn von Ratten wurde die Methylmalonsaure zuerst bei Futte- 
rungsversuchen mit Anthracen festgestellt, bei denen die als Entgiftungs- 
produkte erwarteten gepaarten Glucuronsauren gesucht wurden. Andere 
Untersucher fanden Methylmalonsiure im Harn von Ratten, denen 
durch eine in gr6Berer Menge HefeeiweiB enthaltende Diat ein Leberscha- 
den gesetzt worden war4, Es ist also an die Méglichkeit zu denken. dab 
eine Storung bzw. auBergewohnliche Belastung der Leberfunktion die 
Ausscheidung erhéht. Wir haben daher noch einmal Rattenharn vor und 
nach Fiitterung mit Anthracen untersucht. Das Anthracen wurde chro- 
matographisch gereinigt, um eventuelle Nebenwirkungen von Verun- 
reinigungen auszuschlieBen. 

Die am lonenaustauscher vorgereinigten atherléslichen, petrolither- 
unloslichen Siuren der Versuchsharne wurden nach der von Isher- 
wood’ angegebenen, von Klenk und Bongard® weiterentwickelten 
K. Thomas u. K. Stalder, Chem. Ber. 90. 970 [1957]. 

: E. Boyland u. A. A. Levi, Biochem. J. 30. 2007 [1936]. 

7 4 . eit zel, H.Schoén u. H. Kalbe, diese Z. 295, 173 (1953). 

M. Forbes, L. A. BarneB,H. Moeksi u. P.Gyérgy, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 84, 162 [1953]. 0 

: “ = Isherw ood, Biochem. J. 40. 688 [1946]. 

» Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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Methode zur Trennung niederer Dicarbonsauren an Kieselge! chromaty. 
graphiert. Die Titrationskurve der mittels Fraktionsschneider’ crhaltene 
Fraktionen liBt zwar keine genaue quantitative Auswertuny zu, da da 
der Methylmalonsiiure entsprechende Maximum nicht der Ausdruc 
einer reinen Substanz ist!, sie gestattet aber immerhin, dic Menge de 
Methylmalonsiiure angenihert abzuschatzen. So zeigt sich z. 8B. (Abb, | 
ein deutlicher Anstieg der Methyimalonsaure-Ausscheidung unter Anthra. 
cenfiitterung, wobei die papierchromatographische Kontrolle  bestiatigt 
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Abb. 1. Methylmalonsaure (| 
und Bernsteinsiiure (II) in | 
Rattenharn a) ohne Anthra- 
| cenzusatz, b) mit Anthracen. 
zusatz, im Futter. Ausschnitt 





aus dem Titrationsdiagramy 


ml 0.00902-n KOH in Methanol 
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+ 
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bei chromatographiscter 
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| 

| %, 175% Trennung der atherléslichen, | 
rol fil | petrolatherunléslichenSauren | 

| | | der Versuchsharne an Kiesel- 

| | sdure ,.Mallinckrodt*. 

| | | 

UNG | 

] I IT | 

i Ea ie t I pete || reer, See E 





a/Fraktion 1500 1700 1900  bjfr 1500 1700 1900. 


daB der VergréBerung des Maximums im Titrationsdiagramm eine Ver- 
mehrung der Methylmalonsiure zugrunde liegt. Es laBt sich ferer 





sagen, daB die Methylmalonsiuremenge in den von uns untersuchten | 


Rattenharnen wesentlich geringer war als die von Boyland und Lev!’ 
angegebene. Der Titrationskurve entsprachen etwa 40 mg/l (statt 
0,.2—0.5 g/l bei obigen Autoren). 

Wir haben in Vorversuchen im Atherextrakt des Rattenharns aul: 
tretende Kristalle nach Umkristallisieren papierchromatographisch in 
einem Lésungsmittelgemisch untersucht, das Methylmalonséure un! 
Bernsteinsiiure trennt (,.C‘‘ s. Versuchsteil, PCG). Dabei zeigte sic! 
neben einem groBeren Fleck mit dem Rs-Wert der Bernsteinsiure ell 
wesentlich kleinerer mit dem Rs-Wert der Methylmalonsiure, von det 
moglicherweise mehr in den Mutterlaugen verblieben ist. Die analy- 
tischen Angaben der alteren Arbeit? decken sich aber auch mit dieser 
Sachverhalt; bei der C, H-Bestimmung geben beide Sauren die gleicher 
Werte: beim Erhitzen bildet sich aus dem Methylmalonsaureantel 





7 A.T. James, A.J.P. Martin u. S.S. Randall, Biochem. J. 49.2% 
[1951]; (Modell 2). 
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Propionsiiure, die als Silbersalz gefaBt und durch Bestimmung des pro-* 
yentualen Silbergehalts desselben nachgewiesen wurde. 

Bei den Maxima IT in Abb. 1 handelt es sich, wie durch papier- 
chromatographische Kontrolle in 3 Losungsmitteln (s. Tab. 1) und durch 
die Bleisuccinatprobe® nachgewiesen wurde, um die Bernsteinsiure 

Zechnet. man die chromatographisch gefundenen Bernstein- und 
Methvimalonsiiuremengen im Versuch b zusammen, so kommt man mit 
etwa 130 my 1 in die GréBenordnung der Voruntersucher. 


Tab. 1. Rs-Werte der Dicarbonsauren. 











| ' 7 Vergleichs- 
Saure aus | LMG | 07, Ws-Wert* | subst .*# 

Methyl- | ‘fundeharn By 25,8 26.8 
malonsaure | c 45.0 44.2 
ER 19.8 20,2 
Propionsaure — E | 27.0 122.0 
Methyl- IXaninchen- BY 27.0 26,5 
malonsadure harn Gy | 46.9 $4.6 
FE | 26,2 24.4 
Methyl- Ratten- r | 26.2 | 23:9 
malonsaéure harn (a) Ca 47.0 46.2 
E 27.4 6.2 
Propionsdure sis E 122,0 122.0 
Methyl- tatten- B 205 22,3 
malonsaure harn (b) C 43.8 44.7 
E 205 19.5 
Propionsaure — EF 119.0 122.0 
Bernsteinsaure Bo | 24.6 23.6 
Ratten- CG 33.6 | 33.6 
harn (a) I 29,2 99,5 
dernsteinsaure B 23.0 23.6 
Ratten- Cc 30.4 | 32,3 
harn (b) E 27,0 28,0 











_ B: Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensaure’ 7:3:1 (g/g/v); C: Isoamylformiat- 
Wasser 98/100-proz. Ameisenséure 11:1:2 (v/v/v); E: Isopropylalkohol-Ammo- 
niumearbonatpuffer (1,5-n. Ammoniumcarbonat in 3-n. Ammoniak) 3:1 (vv). 
* Wanderungsstrecke bezogen auf Sebacinsaure gleich 100. 
** jeweils auf dem gleichen Bogen mitgelaufen. 
*** nach dem Erhitzen der isolierten Methylmalonsaure auf 180°. 


Wie aus der Titrationskurve zu ersehen ist, wird wahrend der 
Anthracenfiitterung auch vermehrt Bernsteinsiure ausgeschieden (Abb. 1. 
I b). Zur Deutung dieses Befundes soll auf eine Arbeit von Flavin® 
hingewiesen werden, der mit Rattenleberextrakten (in Gegenwart von 

* H. Behrens, Mikrochem. Analyse org. Verb. Heft III. Leopold VoB, 
Hamburg u. Leipzig 1896, S. 44. 

* M. Flavin, Federation Proc. 14, 210 [1955]. 
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ATP, Coenzym A und Mg?*) Methylmalonséure zu Ber: steinsiuy: | 
isomerisieren konnte. Vielleicht kann das gleichsinnige Verhalten de | 
Methylmalonsiiure- und Bernsteinsiureausscheidung als Aus«ruck eine 


Gleichgewichtes zwischen diesen Stoffwechselprodukten — angesehey 


werden. Doch laiBt sich nicht ausschlieBen, daB die durch das Anthracey | 


gesetzte Stérung die Mechanismen des Bernsteinsdureabbaus (Succinode. 
hydrase) oder der Riickresorption in der Niere ahnlich beeinf! bt wie dic 
der Bildung und Ausscheidung der Methylmalonsaure. 


oo 














dung des Versuchstieres. Bei dem Mavxi- 
mum Ia handelt es sich um mindestens dre 
z. Z. noch nicht identifizierte Sauren. 








| 
| 
| 


=. Je eee Dae 
Fraktion 600 800 1000 


Im Hundeharn finden sich einige mg pro Liter (aus der Titration 
kurve errechnen sich 10 mg/J — papierchromatographisch ist die Frak- 
tion jedoch nicht einheitlich). Auch im Hundeharn findet sich auBerden 
ein Mehrfaches an Bernsteinsaure. 

Kaninchenharn enthalt beide Sauren in wesentlich geringerer Meng 
(nach papierchromatographischer Schétzung etwa 100 y Methylmalon- 
siure pro Liter). Im Stoffwechsel des Kaninchens, als reinem Pflanzet- 
fresser, scheint weniger Methylmalonsdure anzufallen als bei andere 
Tierarten, was auf einen Zusammenhang dieses Stoffwechselent: 
produktes mit dem EiweiBabbau hinweist. 


Beschreibung der Versuche 


$48 ke; Futter: Reis und Trockenfleisch. Harnmeng 


Hundeharn: Hund 4 


10/7 in 14 Tagen. 

Kaninchenharn: 3 Kaninchen 9, Gewicht zusammen 6,75 kg. Futter 
Haferflocken, Hafer, Kohlblatter, Runkelriiben, gelegentlich Wasser. Harnment' 
21 in 6 Wochen. 

Rattenharn: 10 Ratten (6°, 4 3, Sprague-Dawley, Madison, Wis.) 
samtgewicht 2,320 kg wurden 4 Wochen in Stoffwechselkafigen mit einem wie folf 
zusammengesetzten Futter gehalten: 


g 1S co | | Abb. 2. Methylmalonsaure (I) und Bernstei; 

= | | | sdure (II) im Hundeharn. Ausschnitt ay 
= | dem Titrationsdiagramm bei chromato. 
S | | | graphischer Trennung der  Athierloslichen, 

c 10+ 65% za 8.0% petrolatherunléslichen Sauren des Hunée. | 
8 | | harns an Kieselséure ,,Mallinckrodt™, Der | 
= Ansatz entspricht etwa der Tagesausschei- | 
€ } 
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20% Casein 2°, Lebertran 1°, Weizenkeimél = 4°, Salzmischung 
5°, Hefe 8°, Schmalz 3° Agar 54°, Zucker 


Pro 100 ‘Trockenfutter wurden zum Loésen des Agars 100 ml Wasser ver- 
wendet. 

Der Harn wurde taglich entnommen und unter Toluol aufbewahrt. Anthra- 
cenfitterung: 10 Ratten wie oben, Gesamtgewicht 2,920 kg. Futter wie oben 
angegeben. 4°, Zucker wurden durch die gleiche Menge Anthracen ersetzt, das in 
warmem Schmalz gelést wurde. Das Anthracen wurde eg h Chromatographie an 
Al,O, in einem dunklen Raum gereinigt. Al,O, (Merck, Brockmann) mit Petrol- 
ather (Sdp. 65--75°) eingeschlammt, Rohanthracen nae h Autkochen mit Petrol- 
ather gelést, nach Filtration auf die Saule gegeben und mit gleichem Lésungsmittel 
entwickelt, bis die Anthracenfraktion (hellblaue Zone) quantitativ von der Saule 
vewaschen war. Ein gelber Farbstoff, wahrscheinlich Dianthracen, blieb weit- 
vehend auf der Saule zuriick (Elution mit Benzol-Petrolather 1/1 v/v, gelbe Sub- 
stanz. die bei etwa 242° unscharf schmolz). 

Die erhaltene Anthracenfraktion wurde mehrfach aus Benzol umkristallisiert ; 
sie fluorescierte schon bei Tageslicht stark blauviolett. Um die Reinheit zu iiber- 
priifen, wurde das UV-Spe ‘ktrum im Bereich 225—385 mu mit dem UNICAM- 
Spektrometer in n-Heptan aufgenommen. Is zeigte sich gute Ubereinstimmung 
mit den in der Literatur angegebenen Spektren?°. 

Methodik der Harnuntersuchung: Die Aufarbeitung der Harne zur Ge- 
winnung des Rohsiuregemischs erfolgte wie bereits beschrieben!. Abweichend 


davon wurde nur bei den Rattenharnen — statt der Trocknung des ersten Ather- 
extrakts mit Na,SO, — nach der Vorreinigung am Lewatit MN* und Entfernen der 


petrolatherlislichen Sauren die zuriickbleibende braune sirupése bis halbkristalline 
Masse in eine Extraktionshiilse iibergefiihrt, i. Vak. iiber P,O; getrocknet und 24 
Stdn. im Soxhlet mit absol. Ather extrahiert. Braune Schmieren verbleiben dabei 
in der Hiilse. 

Die so erhaltenen Sauregemische wurden an Kieselgel mit 0.5-n. H,SO, als 
stationarer, an Chloroform-Butanol als mobiler Phase® getrennt. 

Wir haben nach verschiedenen Anweisungen selbst hergestellte Silicagel- 
Chargen und 2 Handelspraparate gepriift. Silicagel nach Isherwood? und Kiesel- 
siure der Firma Mallinckrodt geben etwa gleich befriedigende Ergebnisse. Ob im 
Losungsmittelgemisch n-Butanol oder sek.-Butanol verwendet wird, hatte keinen 
wesentlichen EKinflu&. Gearbeitet wurde im allgemeinen mit Kieselsiure Mallinck- 
rodt und Chloroform-n-Butanol. 

(Lésungsmittel, Fraktionierung, Testsubstanzen wie friiher beschrieben!.) 

Die Trennung von Dicarbonsiuren im Modellversuch zeigt Abb. 3. 

Papierchromatographische Kontrolle erfolgte nach der von einem von uns 
(K.) friiher angegebenen Methode!! (Rs-Werte s. Tab. 1). Die Methylmalonsaure 
wurde ferner durch die Farbreaktion nach Riester?? mit 1.3.3-Trimethyl-indolin- 
2-methen-«-aldehyd sowie durch thermische Zersetzung zur Propionséure und 

1 Vel. Chem. Reviews 41, 354 [1947 

H. Kalbe, diese Z. 297. 19 [19: ot 

2? Riester, private Mitteil.: 50 mg des genannten Aldehyds wurden in | m/ 
Eisessig gelost und 5 ml Acetanhydrid zugefiigt. Malonsaure u. z. B. deren Mono- 
alkylderivate bilden beim Aufbewahren bei Zimmertemp. unter LuftabschluB 
einen tiefblauen Farbstoff. Absorptionsmax. bei 634 my: (Unicam). Herrn Dr. 
Riester sei an dieser Stelle fiir die Mitte ilung der bese hriebenen Reaktion noch 
mals bestens gedankt, ebenso de rr Agfa Aktiengesellschaft fiir Photofabrikation. 
Leve rkuse n, fiir die freundliche Uberlassung des genannten Alde hyds. 

* Korngr6Be 0.15—0.3 mm (nach dem Mahlen des lufttrockenen Austau- 
schers mit einer handelsiiblichen Kaffemiihle im automatischen Schiittelsieb ab- 
getrennt. Beim Regenerieren des Austauschers nach dem Gebrauch bewihrte sich 
aie Behandlung mit salzsaurem Aceton (2-n. HCl-Aceton 1/1 v/v) evtl. weitere 
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deren papierchromatographischen Nachweis identifiziert. Die Farbrcaktion yin) 
in der entsprechenden Fraktion der Silicagelsiule durch nicht abgetr inte Beglei 
substanzen noch unbekannter Art nicht gestért. Malonsaure bzw. «idere subg; 
tuierte Malonsiuren z. B. Athylmalonsiure, die die gleiche Farbreaktion geben, 
erscheinen bei anderen Butanolkonzentrationen des Lésungsmittel» (vgl. Abb,» 
unserer friiheren Arbeit!). Der zur Abbaureaktion benutzte Substanz tnteil wurd: 


vorher durch praparative Papierchromatogrephie gereinigt. 
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Abb. 3. Verteilungschromatographie der Dicarbonséuren C,—C, an Kieselsiur 

,»Mallinckrodt‘‘ (10 g). Stat. Phase 0,5-n. H,SO,, mobile Phase Chloroform mi 

steigendem Prozentgehalt an n-Butanol. Eingesetzte Mengen: 3,685 mg (;; 

3,007 mg C,,; 2,935 mg C,; 3.255 mg C,; 3,431 mg C,. Wiedergewonnen: C, 949°); 
C, 93,3%; C, 96.4%; C, 90,6%; C, 69,7%. 


Beim Kaninchenharn wurde auf den Abbau zur Propionséure wegen der sel 
geringen Methylmalonsiuremenge verzichtet. 


Wir danken Herrn Ernst Bohn und Herrn Detlev Luckmann fit fleibiy 
und verstindnisvolle experimentelle Mitarbeit, der Firma Bayer, Leverkus 
fiir kostenlose Uberlassung von Versuchsmengen Lewatit, ferner der Hauptver- 
waltung der Bergbau-Berufsgenossenschaft Bochum fiir Jhre érderu 


Zusammenfassung 


Methylmalonsiure findet sich auBer in Ratten- und Menschenha 
auch im Harn von Hund und Kaninchen. Im Kaninchenharn (Pflanzet 
fresser) ist die ausgeschiedene Menge am geringsten. Im Rattenhar 


Behandlung mit alkalischem Aceton (2-n. NaOH-Aceton 1/1 v/v) wobei brat 
nach dem Eluieren auf dem Austauscherharz zuriickgebliebene Harnbestandtei: 
entfernt wurden. Aktivieren wie uiblich. 
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tritt Methylmalonsiure nach Stoffwechselbelastung mit Anthracen ver- 
mehrt auf. Gleichzeitig ist dann auch die Bernsteinsiureausscheidung 


erhoht. 
Summary 


Methylmalonic acid has been shown to be present in human urine 
and in the urine of the dog, rat and rabbit. Rabbbit urine shows the 
smallest content. Rats whose metabolism is loaded with anthracene ex- 
crete an increased amount of methylmalonic acid in the urine. The ex- 
cretion of succinie acid is increased at the same time. 
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Die Polysaccharide der Weinbergschnecke II} 
Die Polysaccharid-Proteide der Eiweibdrise 
(IL. Mitteil.)! 

Von 
M. Geldmacher-Mallinckrodt 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Miirz 1957) 


Aus einem waBrigen Extrakt der EiweiBdriisen von Helix pomatir 
konnte nach vorheriger Entfernung der galaktogenhaltigen Mucine 
durch Alkoholfallung in der neutralen Flissigkeit ein Polysaccharid. 
Proteid erhalten werden, welches drei durch Elektrophorese auftren. 
bare Glykoproteidfraktionen enthielt. Aus diesen drei Fraktione 
wurde durch Kochen mit Alkali und anschlieBende Ausfallung mit 
Alkohol ein Polysaccharidgemisch gewonnen, welches aus einer Haupt. 
fraktion besteht, die offensichtlich durch Beimischungen anderer Poly. 
saccharide noch verunreinigt ist!. Dieses Polysaccharidgemisch unter. 
scheidet sich von Galaktogen hauptsichlich darin, daB es 


_ 


nach Oxydation mit Perjodsiure durch Parafuchsin nur schwat! 

anfarbbar ist, 

2. mit Kupferlauge keine Fallung liefert, 

3. wesentlich mehr L-Galaktose, und . 

4. eine gréBere Menge an gebundenen Hexosephosphorsauren ett: 
halt, dagegen 

5. nach Hydrolyse nicht die fiir Galaktogen charakteristische: 

Disaccharidfraktionen im Chromatogramm aufweist. 


Insgesamt wurde das Polysaccharidgemisch zweimal gesonder 
dargestellt, wobei nach der alkalischen Verkochung fiir die sauren wi 
neutralen Fillungen einmal der 16-fache Uberschu8 (1. Darstellung 
ein zweites Mal der 8-fache UberschuB (2. Darstellung) an Alkohol 2 
Ausfaillung verwendet wurde. Die beiden Praparate wiesen nur gill 
geringfiigige Unterschiede bei der qualitativen Untersuchung auf, 
sollen im folgenden quantitativ untersucht werden. 


Quantitative Untersuchungen 
1. Polysaccharidgemisch, 1. Darstellung 


Zur Herstellung der Ausgangslésung fiir die quantitativen Untersuchung 
wurden etwa 0,09 g Substanz im 10-cem-MeBkolben in dest. Wasser gelist (pH! 





1 T. Mitteil.: M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese 7, 3H 
179 [1957]. 
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Umeine auch nur geringfiigige Hydrolyse zu vermeiden, wurden 0,2 com /10-NaOQH 
muesetzt bis genau py 7.0, die Lésung bis zur Marke aufgefiillt und von einem 
eringen faserigen Niederschlag abzentrifugiert. 

Bestimmung von Trockengewicht, Wassergehalt, Zersetzungs 
temperatur und Asche: 4cem der Ausgangslésung wurden bei 18 Torr und 
Zimmertemperatur in einem Platintiegel vorsichtig eingedampft und im Trocken 
sehrank gunachst bei 110°, dann in Abstanden von je 10° zuletzt bei 200% jeweils 
his zur Gewichtskonstanz getrocknet. Konstantes Gewicht der Substanz bei 110°: 
0.0357 g. Die Zersetzungstemperatur fand sich zwischen 160—170°. 

Schlieflich wurde bei dunkler Rotglut verascht: 0,00407 g Asche. Zieht man 
davon die Menge NaOH ab, die zur Neutralisation von 4 ccm Ausgangslosung noétig 
waren, mimlich 0.00032 ¢ (enthalten in 0.08 com /10-NaOQH), so erhalt man 
0.00875 ¢ Asche. Das sind 10,6°,, der bei 110° konstant getrockneten Substanz. 

Drehung der Ausgangslésung. Die Ausgangslésung enthielt 0.0791 
aschefreie Substanz (bezogen auf das Gewicht bei 110°) in 10 cem. Die mittlere 
Drehung im 5-cm-Rohr betrug —0,15® (Eine Messung in einem langeren Polari 
sationsrohr war wegen cer geringen Lichtdurchlassigkeit der Ausgangslosung 
nicht méglich.) 

Invertierung der Ausgangslésung: 4 ccm der Ausgangslésung wurden 
mit 4 cem 5-proz. Schwefelsaure versetzt, 4 Stdn. auf 100° erhitzt und nach dem 
Erkalten durch vorsichtige Zugabe von Bariumcarbonat auf py 6.5 gebracht. 
Vom Niederschlag wurde abzentrifugiert. dieser 4mal mit 5 cem Wasser aus- 
yewaschen, die vereinigten Lésungen bei 18 Torr und Zimmertemperatur eingeengt 
und schlieBlich quantitativ in einen 10-cem-MeBkolben iibergefiihrt und zur Marke 
aufgefiillt. 

Polarisation der invertierten Lésung: Nach vorherigem Zentrifugieren 
der hellgelben durchsichtigen Lésung erhielt man im 20-cm-Rohr eine Drehung 
yon 0,069, 


Reduktion der invertierten Lésung 


a) nach Macleod-Robison*®: 2ccem der 1:10 verdiinnten  polarisierten 
lisung des Hydrolysates verbrauchten im Mittel 1,09 com 7/200-J,: entsprechend 
der Umsatzgleichung errechnen sich daraus 0,491 mg Hexose in 2 ccm. 

b) nach Somogyi®: Die Auswertung der Analysenergebnisse erfolgt nach 
einer empirischen Tabelle*. 2 cem eer 1:10 verdiinnten polarisierten Losung ent- 
sprachen im Mittel 2,52 cem Cu®, daraus errechnet sich eine Galaktosemenge von 
0.43 mg in 2 cem., 

Auswertung der Analysen 
[x]p:— 37.60° (¢ = 0,07908 g/10 ccm) 

Die spezif. Drehung der invertierten Substanz ist. wenn man den Reduktions- 
wert nach Somogyi zugrunde legt. [x]p : + 13.95°. bei Einsetzen des Reduktions- 
wertes nach Macleod- Robison ; -- 12,209, 

Der nur geringe Unterschied zwischen den nach Macleod-Robison und 
Somogyi erhaltenen Reduktionswerten zeigt, daB die untersuchte Substanz nur 
ius Aldosen aufgebaut ist und keine Ketosen enthalt. 

Vergleicht man die Menge des bei der Hydrolyse entstandenen und als Galak- 
tose berechneten Zuckers mit der zur Hydrolyse eingesetzten Polvsaccharidmenge. 
so errechnet sich ein Hydrolysegrad von et wa 61°, (Somogyi) bazw.71°,, (Macleod - 
Robinson), sofern man annimmt, daB® das 1 Polysac ‘charid nur aus He »xosen besteht. 
ee 

M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 23. 517 [1929]. 


H. Somogyi. J. biol. Chemistry 160, 61 [194 5). 
M. Geldmacher-Mallinekrodt u. F. May. diese Z. 807. 191 [1957]. 


Hoppe-sevlers Zeitschrift f physiol. Chemie. 30s 15 
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2. Polysaccharidgemisch, 2. Darstellung 


Hier wurde zunichst éhnlich vorgegangen wie bereits beschrichen, Es zejy 





sich jedoch, daB nach 4-stdg. Erhitzen mit 2,5-proz. Schwefelsiure dic Subst 
nur zu etwa 45°, invertiert worden war. Deshalb wurde eine weitere Untersuch 
nach S-stdy. Hydrolyse durchgefiihrt. 


Quantitative Untersuchung nach 4-stdg. Hydrol yse 


Ausgangslésung: Etwa 37 mg Substanz wurden in 2 ccm Wasser gelix 


und die gelbbraune Losung zentrifugiert (pH 7,0). 
Drehung der Ausgangslésung im 5-cm-Rohr: « 0,34". 
Trockengewicht und Asche: 0,6 cem der polarisierten Losung wurd 
im Platintiegel bei 37° 18 Torr zur Trockne gebracht und bei 110° gewichtskonsta 


vetrocknet : O,OL07 ¢. Asche (vel. oben): 0.00163 g, entspr. 15,3°,, der getrocknet 
Substanz. 
Invertierung der Ausgangslésung: 0,85 cem der Ausgangslésung wur 


mit 2 cem 2,5-proz. Schwefelsiure 4 Stdn. auf 100° erhitzt, mit BaC,, auf pp: 


vebracht, der Niederschlag ausgewaschen und die Lésungen bei 37°/18 Torr ; 


Trockne gebracht. Der Riickstand wurde in 1,5 cem Wasser hellgelbbraun gelis 
und von wenig Niederschlag abzentrifugiert. Die nunmehr durchsichtige Lisuy 


wurde verwandt zur 
Polarisation der invertierten Lésung: «& = — 0,01 (5-cm-Rohr), 
Reduktionswert der invertierten Lésung: 0,65 cem der zur Po 


sation verwendeten Lésung des Hydrolysates wurden im MeBkolben auf 10a 


aufyefiillt, 
a) nach Macleod-Robison: 1 cem_ verbrauchte im Mittel 0,68: 
n/200-Jodlésung, entspr. 0.304 mg Hexose. 
b) nach Somogyi: 2 ecm entsprachen i im Mittel 3,10 com 7/200-Cu®, ents 
0,50 mg Galaktose bzw. 0.25 mg Galaktose in 1 cem. 
Auswertung der Analysen: Die Ausgangslésung enthielt 003022 g asd 
freie Substanz in 2cem. Drehung der nicht invertierten, aschefrcien Substa 
z|p : —45,3°. Die spezif. Drehung der invertierten Substanz liegt, wenn man ( 
Reduktionswert nach Somogyi zugrunde legt, bei [&]p : — 5,20°, nach Macle: 
<obison bei [x]p : 42°. 5 
Hydrolysegrad 50°,, (Macleod-Robison) baw. 42°,, (Somogyi). 


Quantitative Untersuchung nach 8-stdg. Hydrolyse 

Ausgangslosung: 35 mg Substanz wurden in 2 cem Wasser gelést 1 
zentrifugiert. Reaktion: neutral. 

Drehung der Ausgangslésung: » = —0,33° (d = 5 cm). 

Trockengewicht und Asche: 0.6 cem der Ausgangslésung wurden 1 
oben behandelt. Es ergaben sich 0.01039 & bei 110° und hieraus 0.00150 ¢ Asc! 
das sind 14,4°,, 

Inverticrung der Ausgangslésung: Invertiert wurden 1,0 ccm . 
vangslosung 8 Stdn. unter den oben beschriebenen Bedingungen. Das neutralisier 
und von Bariumsalzen befreite Hydrolysat wurde nach Einengen zur Trocke! 
wieder in 1,5 cem Wasser aufgenommen, zentrifugiert und fiir die folgenden Unt 
suchungen weiterverwendet. 

. . . . oo ~ . ~ Iohr 

Polarisation der invertierten Lésung: % 0,059 (im 5-cm-R 

. . . o . " ~ ) hy 

Reduktionswert der invertierten Lésung: 0,6 cem der zur Pol 
sation verwendeten Losung des Hydrolysates wurden im Mefkolben auf 10 
aufgefiillt. 

° Ko » 

a) nach Macleod-Robison: 2 cem_ verbrauchten 1,78 ccm 7 200-1 
losung, entspr. 0.805 mg Hexose in 2 cem. 

b) nach Somogyi: 2 cem entsprachen im Mittel 4,18 cem 7/200-( u®, ents 
0.68 mg Galaktose. 
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Auswertung der Analysen: Die Ausgangslésung enthielt 29,6 mg asche 
freies. Polysac harid in 2.cem, Spezif. Drehung der nicht invertierten aschefreien 
Substanz: [%]p : — 44,6°. 

Drehune der invertierten Substanz: [x]p: + 17,6° (Reduktionswert nach 
Somogyi); {7Jp: + 15,08 (Reduktionswert nach Macleod- Robison); Hydrolys 
orad 62°, (Macleod- Robison) baw. 538°. (Somogyi). 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB das in der Eiweil- 
driise der Weinbergschnecke neben Galaktogen vorkommende Poly- 
saccharidgemisch vor der Invertierung wesentlich starker links dreht als 
Galaktogen. Nach der Invertierung weist die Substanz eine Rechts- 
drehung auf. die aber wesentlich unter der eines Galaktogenhydrolysates 
lievt. Damit ist die schon auf Grund der Vergérungsversuche im Chro- 
matogramm des Hydrolysates geduBerte Vermutung,. daB im Polysaccha- 
ridgemisch mehr L-Galaktose enthalten sein muB als im Galaktogen. 
weiter gesttitzt. 

Auffallend ist die groBe Widerstandsfahigkeit der Polysaccharide 
des Gemisches gegen 2,5-proz. Schwefeisiure. Wahrend Galaktogen 
dabei praktisch véllig gespalten wird, erreicht man bei dem vorliegenden 
Polysaccharidgemisch selbst bei 8-stdg. Erhitzen héchstens einen Hydro- 
lysegrad von 70%. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten liefert die chro- 
matographische Auftrennung der invertierten Losungen: Sie zeigt eine 
groke Anzahl startnaher, mit Benzidin anfarbbarer Fraktionen. Diese 
ergeben auBerdem eine stark positive Phosphatreaktion. Die phosphat- 
reichen Fraktionen haben den gleichen Ry-Wert wie im Galaktogen- 
Hydrolysat. Dort sind sie jedoch in wesentlich geringerer Menge zu 
finden. Nach den Untersuchungen von Weinland handelt es sich hier- 
hei neben Monosaccharid-monophosphorsiure um Trisaccharid-mono- 
phosphorsiure, sowie um phosphorfreies Pentasaccharid®. 

Durch elektrophoretische Untersuchung des Polysaccharidgemisch- 


- Hydrolysates lieB sich zeigen. da dieses tatsiichlich mehr Hexose- 


phosphorsiiuren enthalt als Galaktogen, und zwar nach ihrem elektro- 
phoretischen Verhalten Di- oder Trisaccharid-phosphorsiuren!. Von 
der Trisaccharid-phosphorsiiure des Galaktogen-Hydrolysates aber 
konnte nachgewiesen werden, daB sie auBerordentlich siureresistent ist. 
und daB Hexosen aus ihr nur sehr langsam abgespalten werden®. Ein 
hoher Gehalt an Phosphorsiure in ahnlicher Bindung wiirde also er- 
kliren, warum eine vollstaéndige Hydrolyse des Polysaccharidgemisches 
nicht erreicht werden konnte. Diese Deutung wird unterstiitzt durch 
den groBen Aschegehalt des Polysaccharidgemischs, der viel Phosphor 
enthalt. 

Bei dem hohen Gehalt an organisch gebundener Phosphorsiure ist 
es erstaunlich, daB das Polysaeccharidgemisch mit Kupferlauge keine 
Filling gibt. um so mehr als Weinland nachweisen konnte®, da so- 
wohl isolierte Monosaccharid-monophosphorsiure als auch Trisaccharid- 
phosphorsiiure mit Kupferlauge sofort) unter Niederschlagsbildung 


* H. Weinland, diese Z. 306, 56 [1956]. 
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reagieren, Man mub fiir die Polysaccharide des Gemisches annehny 
da die gebundene Phosphorsiiure nicht endstiéndig ist, sondern int 
molekular abgebunden wird. 


r . re ' 
Zusammenfassung ; 


Die quantitative Untersuchung des Polysaccharidgemisches 
den Polysaccharid-Proteiden von Helix pomatia ergibt in nicht iny 
tiertem Zustand eine stirkere negative spezif. Drehung als Galaktoy:| 


(lx |p: — 37.6 bis 5.38), und nach Invertierung eine wesentlich » 
ringere positive Drehung ({a]p: + 12.2. bis + 17,6°). Wegen ily 


Phosphorsiiuregehaltes ist die Substanz schwer hydrolysierbar, 


Summary 


The polysaccharide .mixture obtained from the polysacchari 
proteins of Helix pomatia has been examined quantitatively and | 
specific rotation determined before and after inversion, The non-invert 
polysaccharide mixture shows a specific rotation [a |p of —37.6 to —453 
which is greater than that of galactogen. After inversion the speci 
rotation is + 12.2 to 17.69 which is much less than that of galactog 
The substance is difficult to hydrolyse on account of its phosphor 


acid content. 
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Uber cin Glykogengrenzdextrin 


und ein weiteres Polysaccharid 
Kndopenicillan A, aus Penicilliummycel 
Von 
Erika Eekart 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen, 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. Fo May 


(Der Schriftleitung zugegangen am &. April 1057 


Penicilliumarten scheiden in die sie umgebende Nihrfliissigkeit 
neben antibiotisch wirksamen Substanzen offensichtlich noch andere 
Stoffwechselprodukte aus, wie héhere Alkohole. organische Sauren und 
Saccharide!. Zum Aufbau ihrer Stiitzsubstanzen verwenden sie haupt- 
sichlich Chitin und Cellulose. Neben diesen Zellwandsacchariden finden 
sich im Zellinneren weitere bisher wenig untersuchte Polysaccharide. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die wasserléslichen Polysaccha- 
ride des Zellinneren isoliert und Fraktionen gewonnen, von denen eine 
niher untersucht und im folgenden als ..Ausgangspolvsaccharid™ he- 
zeichnet wird. Aus dieser Fraktion konnte ein Glykogengrenzdextrin 
und ein zweites Polysaccharid, das ..Endopenicillan A“ genannt wird. 
dargestellt und charakterisiert werden. 

Das Penicilliummycel wurde in Chloroform konserviert geliefert*. 


. Dadie Auslaugung mit Wasser wenig erfolgreich war. wurde mit 20-proz. 


KOH verkocht und nach Reinigung der Lésungen mit Alkohol gefallt. 
Die Fillung wurde in Fraktionen aufgeteilt derart. daB die nach An- 
siuern mit Alkohol sofort ausfallende Substanz als ..Ausgangspoly- 
saccharid’* von den im sauren Alkohol schweben bleibenden Stoffen 
abgetrennt wurde. 

Das ..Ausgangspolysaccharid™ stellte nach Reinigung ein weibes 
lockeres Pulver dar. Es wurde hydrolysiert und darinnen papierchro- 
matographisch Glucose, Galaktose und Mannose nachgewiesen, wobei 
(lucose die stiirkste Fraktion darstellte. Neben den drei Monosacchariden 
waren noch mindestens drei Oligosaccharidfraktionen (darunter auch 
Phosphorsiiureester) vorhanden. 


” 1 C. G. Anderson, W. N. Haworth. H. Raistrick u. M. Stacey, Biochem. 
1. 38, Ppa 1939 |; W.N. Haworth, H. Raistrick u. M. Stacey. Biochem. J. 29. 
“HO8 [1985]. Zit. nach Chem. Zbl. 1986, 11. 304; Biochem. J. 31. 640 [1937]; Bio 
chem. J. 29, 612 [1985]. Zit. nach Chem. Zbl. 1985 11, 1019. 

; Es wurde uns freundlicherweise von der Firma Baver. Leverkusen, zur 
‘erlugung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 
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An Saureresten konnte sowohl freies als auch an Olivosacchar| ils 
gebundenes Phosphat nachgewiesen werden. Uronsauren waren papie. sch 
chromatographisch auch bei h6heren Konzentrationen nicht 1 achweishy 3A 

Bei der Papierelektrophorese des ,,Ausgangspolysaccharides* (Abb Ivsc 
zeigt sich eine Aufteilung in die beiden oben genannten Pol vsaechar) 
das Glykogengrenzdextrin (a...) und das Endopenicillan A (a, /). Bei elel 
sind gegeniiber mitgelaufener Galaktose elektronegativ. abl 

det 
—_ ee off 
| Abb. 1. Elektropherogramm a des ,.j 01.0. 


| gangspolysaccharides, b des Endoper 

lans A, c des Glykogengrenzdextrins 
Start am Pol; waagerechte Elphor-4| 

Seas Kammer auf Papier Schleicher & Schiill 204 

eee | i Pufferlésung: Veronal-Na, Na-Acetat, § 
} 4 pemen m sdiure pp 9,3, 220 V, 59°C. Farbung der? 
GR. saccharide mit Perjodat*. Farbung der |; 


¥, 
mo 


ie gleitgalaktose G mit Benzidin. « und/ 

| beiden Polysaccharide, der Pfeil zeigt 

| | aufgehellte Flache dazwischen. 
eee L_t___I stare 

6 c 6 b ) a \bb. 


eren) 





* Nach einer von Dr. von AufseB am Institut entwickelte, noch nicht verdffentlichten Met 


Da eine deutlichere Trennung der beiden Polysaccharide im(: _ ‘ies¢ 
fo) * 


misch unter den vorliegenden Bedingungen nicht zustande komne — spalt 
kann, zeigen die in Abb. 1. b und 1, ¢ wiedergegebenen Elektrophen| — aut | 
gramme der beiden getrennten Saccharide, deren Ablagerungsste! saur 
sich gegenseitig etwas tiberschneiden. Das ,,Atsgangspolysacchan 

enthalt auf 1.4 Tle. Pilzglykogengrenzdextrin 1 Tl. Endopenieillan: \Ip 
Die priparative Aufteilung in die Einzelkomponenten wird mit Kup: “ip 
lauge? erreicht. wobei das Glykogengrenzdextrin als unlésliche Kup | (Am 
verbindung abgeschieden wird. Die Kupferverbindung des Lebergl' 

yens, das nur bei Verwendung sehr hoher Konzentrationen der Agen sich 


ausfallt, ist wasserléslich. Nach unseren Beobachtungen sinkt die Lis! 


keit der Kupferverbindungen der Grenzdextrine mit aufsteigenden | H¢ | 

halt an Phosphorsaure. siche 
Das Endopenicillan A bleibt in der Kupferlauge gelést und ki 

° ™ zWel 
mit Alkohol gefallt werden. hI 

at ag 

Das Pilzglykogengrenzdextrin 3 

Kons ° ° 5 - , iad Inters 

Ks ist ein lockeres, weiBes Pulver, das frei von Kupfer ist. In kalt a 

Wasser lést es sich langsam unter Quellung, mit leichter Opales* ; 

und neutraler Reaktion. Fehlingsche Lésung wird nicht reduziett.' 6 

Lugolscher Losung erhalt man eine blaBbraune Farbung, wesentlich ht Schwa 

(, Thi 


2 F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 
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Js die von Leberglvkogen gleicher Konzentration. K.H. Mever® be- - 
hreibt. diese: Firbung fiir Glykogengrenzdextrine nach Abbau mit 
» Amylase. Von Diastase wird es gespalten, von Hefe vor der Hydro 
lyse nicht vergoren. 

* Bei der Elektrophorese erweist es sich als cinheitlich aber deutlich 
elektronegativer als Glykogen, das sich in der elektroneutralen Zone 
ablagert. siche Abb. Le, hier elektroneutrale Zone durch die Ablageruny 
der Galaktose charakterisiert. Das elektronegative Verhalten bedingt 
offensichtlich der hohe Phosphorgehalt, er betragt O.81°,, P gegeniiber 
005°, Pim Glykogen?. Auch das weist auf Grenzdextrine hin, da in 


A oor Sad =_— 2 = at = - a -e- 

? 2 7 Z lest E f 9 9 Cer 

\bb. 2. Papierchromatographische Verfolgung der Hydrolyse des Pilzglykoger 

vrenzdextrins mit 2/10-HCL von O—9 Stdn. Die Pfeile zeigen das zweite Disaccharid 
an. Test: Glucose, 1-proz., Maltose, 2-proz 


diesen stets Phosphor angereichert gefunden wird?. Die schwere Ab- 
spaltbarkeit der Phosphorséure bei Verfolgung der Hydrolvse deutet 
auf eine C-6-Bindung der Phosphorsaiure hin. da Glucose-6-phosphor- 
siureester nur sehr langsam gespalten werden ®. 

Die spezif. Drehung des Pilzglykogengrenzdextrins — betragt 


\Jp: + 164°. Sie liegt also niedriger als die von Glykogen mit 
\Jp: + 196° und entspricht in ihrer GréBe den Grenzdextrinen 


(Amylopektindextrine haben eine Drehung zwischen — 160° und — 170°*), 

Das aus Papierchromatogrammen. isolierte Monosaccharid crwies 
sich durch Identifizierungschromatogramm und Girung als Glucose. 

Bei papierchromatographischer Verfolgung der Hydrolyse mit #7 10- 
HCl erscheint Maltose als Zwischenprodukt (durch Testmaltose ge- 
sichert). 

Man sieht in Abb. 2, daB neben der stiindigen Glucosezunahme 
Wei Disaccharide in wechselnder Konzentration auftreten. Die Maltose- 
ablagerung erreicht nach etwa 4 Stdn. ihr Maximum und fallt dann ab. 


°K. H. Meyer, Natural and Synthetic High Polymers, Sec. Edition, 8. 481: 
Interscience Publishers. Inc. New York 1950. 

‘ H. Weinland: Habilitat. Universitit Erlangen 1955, 8. 105. 

KK. Myrback u. B. Kihlberg, Biochem, Z. 315, 250 [1943]. 

© K.Hinsberg u. K. Lang. Medizinische Chemie 1951, 8.52. Urban & 

Schwarzenberg Miinchen, Berlin. 

7 Bamann-Myrbick, Die Methoden der Fermentforschung. Bd. 1, 8. 202: 
(. Thieme Verlag, Leipzig 1941. 
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so daB die Konzentration im Verhaltnis zum zweiten Disaccharid ac 
9 Stdn. nur noch gering ist. Die Maltosebildung kann auBerdem dure 
Spaltung mit verschiedenen Amylasepraparaten nachgewiesen  werde 
Die Konzentration des zweiten Disaccharids ist anfangs gering, x 
nimmt bei fortschreitender Hydrolyse staindig zu. Man hat den Ei 
druck, als ob die Abspaltung des zweiten Disaccharides ers t nach weit 


gehender Abspaltung der Maltose erfolgen kénnte. W hontoaain ist 
das zweite Disaccharid Isomaltose, da die ftir Isomaltose besehriv. 


bene Fairbung mit Anilindiphenylaminphosphat® speziell bei dieser Fra! 
tion auftritt. 

Diese Charakterisierung ist aber noch unsicher, da es sich auch w 
eine Maltotriose handeln kénnte. die auf gleicher Ry-Hohe liegt? Wi 
Tab. 1 zeigt. liefert Pilzglykogengrenzdextrin beim Abbau mit /-Amylas 
ungefaihr nur halb so viel Maltose als Glykogen. 


Tab. 1. Vergleich des Abbaues von Leberglykogen 
und Pilzglykogengrenzdextrin mit /}-Amylase. 





Reduktion ausgedriickt in 





Zeit : 
Glucose Maltose!® 
Leberglykogen . . . . 4 Stdn. 25,5% 33,3% 
Pilzglvkogen- 
grenzdextrin .... . 4 Stdn. 14,89, 19.4% 


Die Molekiilgr6Be wurde nach K. H. Meyer mit 3.5-Dinitrosalicy. 
siiure!! bestimmt, wobei die Originalmethode fiir 200—2000 y Maltos. 
reduktion mit gleicher Empfindlichkeit auch ftir Mengen von 2020 
Maltosereduktion abgewandelt wurde. Danach ergibt. sich fiir das Pil: 
glykogengrenzdextrin eine Grobe von 69 Glucosen pro Molekiil. 


Der Grad der Verzweigung wurde nach Potter und Hassid mi 


Natriummetaperjodat!? bestimmt. Aus der gemessenen Ameisensil 
errechnet sich, dali auf ungefaéhr 7—8 Glucosen eine Endgruppe trifi 
bzw. unter Verwendung des obigen Mol.-Gewichtes, daB im Glykoget- 
grenzdextrin 8 nichtreduzierende und eine reduzierende Endgrupy 
enthalten sind. 

Mit K.H. Meyer™ kénnte man- sich vorstellen, daB das vw 
liegende Molekiil entsprechend Abb. 3 mit nur einer Maltose als Seite: 
kette aufgebaut ist: eine solche Grundeinheit wiire zum Aufbau de 
verzweigten Glykogenmolekiilanteils geeignet, so daB die Aneinande’ 


Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiologisch u. pathologis! 
chemischen Analyse, 10. Auflage 3. Bd., 8.777. Springer-Ver _ Heidelberg 1" 
* K. Taufel u. H. Miller, Z. Lebensmittel-Unters. u. -Forsch. 108.2 
[1956]. 
10 W. Weise u. Th. v. Brand, Biochem. Z. 264, 357 [1933]. 
1! K. H. Meyer, Helv. chim. Acta 31, 103 [1948]. 
A. L. Potter u. W. Z. Hassid, J. Amer. chem. Soc. 70, 3488 | 1948}. 
13K. H. Meyer, Naturwissenschaften 29, 287 [1941]. 
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laveruny dieser Glykogengrenzdextrine diesen Anteil ergeben wiirden. ° 
Nach dem Aufbau des verzweigten Teiles des Glykogenmolekiils kGnnen 
dann die Seitenketten angehaéngt werden. 

Wiirden die Seitenketten an diesem Spaltstiick ergainzt auf S Glu- 
cosen, Wie sie fiir Hefeglykogen™ gefunden wurden. so hatte das Molekiil 
eine Grobe von 143 Glucosen. Ein Glykogen mit 150 Glucosen ist fiir die 
Maissorte ..Golden Bantam‘ beschrieben. 


Via Vea Gio Cee Naor Die Bie Cis Dine Ge tia ea lies Baa Ra ee Rioee ae ta Ua Gi Hine Tae a 
) ) 
aatehacieaeasl a seins a nanny nranAy 
MN NSS TiN NIN NWN 
NN | is be IM ss MN 


| Glucopyranoserest, A aldehydisches Ende. 
Abb. 3. Formelskizze des Pilzglvykogengrenzdextrins. Verzweigungen in Verkiirzung 
gezeichnet. 


Das Endopenicillan A 


Dieses noch nicht beschriebene Polysaccharid enthalt Mannose 
Galaktose und Glucose: es wurde Endopenicillan A genannt, weil im 
Penicilliummycel intrazellular enthalten. Das leichte. griingrau gefarbte 
Pulver enthaélt von der Darstellung her noch geringe Spuren Kupfer 
(0.499, Cu). In Wasser lést es sich ohne vorherige Quellung mit hell- 
yvelber Farbe. Die L6sung reagiert schwach sauer. wahrscheinlich wegen 
des hohen Phosphatgehaltes von 4,26°, P. Fehlingsche Losung ergibt 
keine Reduktion, bei Zusatz von Lugol zeigt sich keine Farbung. 

Mit Pektinase (einem Fermentgemisch aus Aspergillusarten) und 
Mandel-Emulsin wird das Polysaccharid) sehr langsam  gespalten. 
Amylase spaltet keinen Zucker ab, die gefundene Glucose ist also ein Be- 
standteil dieses Polysaccharides und nicht eine Beimengung des Pilz- 
ylvkogengrenzdextrins. Mit Backerhefe ist das Saccharid vor der Hydro- 
lvse nicht vergarbar. 

Bei der Elektrophorese erweist es sich als einheitlich und stark 
clektronegativ (s. Abb. 1b). Die spezif. Drehung der aschefreien Sub- 
stanz betragt [v]p) : +- 11.0°. 

Die Molekiilgr6Be, nach K. H. Meyer! bestimmt. ergibt ein Mole- 
kil aus 124 Hexosen. Die Bestimmung des Verzweigungsgrades nach 
Potter und Hassid® ergab eine Endgruppe auf 2.5 Hexosen: ein Mole- 
kill Endopenicillan A enthalt somit 48—49 nicht reduzierende End- 
gruppen. Nach vollstindiger Perjodierung! erhalt man nach anschlieBen- 
der Hydrolyse kein durch Papierchromatographie nachweisbares Saccha- 
nid. dies hedeutet, daB, sofern im Molekiil die Zucker in Pyranoseform 
vorliegen. keine 1:3-Bindungen vorhanden sind. 


4 eve ee 
" D.d. Manners u. Khin Maung, J. chem. Soc. | London] 1955, 867. 
“s K.J. Mever, Helv. chim. Acta 82. 757 [1949]. 
6 ) ‘ - 

D.J. Bellu. D. J. Manners, J. chem. Soc. [London] 1954. 1891. 
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Die einzelnen Monosaccharide wurden durch Identifizicrungsehn 
matogramme und ihr Verhalten gegen verschiedene Hefen charakterisiey 

AuBerdem wurde nach Kluierung der einmalig papierchromatogr 
phisch getrennten Zucker orientierend die spezif. Drehune. fiir jedey 
Zucker gemessen. , 

Das Verhaltnis der einzelnen Monosaccharide nach 415 stdg. Hydn 
Ivse mit #/1-HCl wurde durch Titration der einzelnen Zuckerablag. 
rungen nach Hagedorn-Jensen ermittelt, derart, dab gleichgrol 
Papierabschnitte der einzelnen Ablagerungen. herausgenommen aus de 
Laufrichtung der Chromatogramme, untersucht wurden. Die Wert 


Mannose ee ‘ai 
Glucose! gee 2a ae ; 
Galaktose F ome sad ad e we ae 


| 
| 


& i eae 6 | 
= oe 
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Abb. 4. Papierchromatographische Verfolgung der Hydrolyse von Endopenicillay 

mit 2/10-HCl, rechts beginnend von 0 bis 6 Stdn. Test: Mannose, Galaktose, je 1-pro 

Die abgespaltene Glucose sitzt der Galaktose als deutlich abgrenzbare Kappe au 
erstmalig bei 3 Stdn. 


bezogen auf Glucose gleich 1, sehwanken fiir die gefundenen Verhiiltniss 
von Mannose : Glucose : Galaktose zwischen (3,7 bis 4.5) : 1 : (2.4 bis 
3.0). Die spezif. Drehung dieses Zuckergemisches, aus den obigen Ani: 
lvsen einzeln berechnet, schwankt maximal zwischen 40,2° und ‘41s 
Der nicht zu Monosacchariden aufgespaltene Anteil war phosphathalt: 
und mit Benzidin nur schwer anfaérbbar (vgl. Abb. 9). 

Um einen Einblick in die Geschwindigkeit der Bildung der Einz 
hexosen zu gewinnen, wurden im Verlauf der Hydrolyse mit n/10-H! 
laufend Papierchromatogramme angefertigt. Abb. 4 zeigt die zeitli 
unterschiedliche Freisetzung der einzelnen Hexosen. 

Die Galaktose ist bereits nach 1 Stde. sehr reichlich vorhande 
wiihrend die Glucose und Mannose noch gebunden sind. dies gilt ebens 
his zum Ende der 2. Stde. In den weiteren Stdn. erreicht die Galaktew 
relativ schnell ihr Maximum. 

Die Freisetzung der Glucose und Mannose erfolgt erst von der 3.Stt 
ab; man sieht aber, daB die Glucose mit fortschreitender Zeit schnell 
freigesetzt wird als die Mannose. Dies ist auffallig. weil, wie oben mi 
geteilt. im Endzustand der Hydrolyse (in Abb. 4 nicht erreicht) ¢ 
Mannose die Hauptmenge der Saccharide ausmacht. 

Diese Unterschiede in der Hydrolysegeschwindigkeit machen es s* 
wahrscheinlich, daB& die offensichtlich leicht abspaltbare Galaktose ( 
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seitenzweige des Molekiils bildet. wahrend die erschwerte Abspaltung: 
der Glucose und Mannose darauf beruht. dab diese Zucker die Haupt- 
kette bilden oder daB eingebaute Phosphorsiiure die Abspaltung hemumt 
Die Stellung der Glucose ist schwieriger zu ermitteln. sie kGnnte eventuell 
in der Hauptkette zu suchen sein: es ware aber auch sehr wohl méglich, 
da sie ebenfalls in Seitenkette sitzt und ihre Freisetzung. ebenso wie 
die der Mannose, durch die reichlich mit eingehaute Phosphorsaure ye- 
hemmt wird!?, Mit groBer Wahrscheinlichkeit darf man aber auf Grund 
der Bildungsgeschwindigkeit annehmen,. das die Mannose die Haupt- 
kette des Polysaccharides aufbaut. 

Neben den genannten Monosacchariden treten in den Chromato- 
vrammen noch etwa 5 Oligosaccharide auf. Die starke Ablagerung in des 
Nihe des Starts. die in der Abb. 4 stets in hoher Konzentration vorliegt. 
und die sehr langsame Zunahme an freier Mannose im Reaktionsgemisch 
machen bei gleichzeitiger Berticksichtigung der hohen Konzentration 
an Mannose im = Molekiil wahrscheinlich. das} diese Oligosaccharid- 
ablagerung vorwiegend aus gebundener Mannose besteht. Die Oligo- 
saccharide mit héherem Ry-Wert (wahrscheinlich Disaccharide), dic 
erst nach 3Stdn. gleichzeitig mit dem Auftreten von Glucose und 
Mannose sichtbar werden, scheinen mit deren Bildung gekoppelt zu sein. 
Die Untersuchung der Oligosaccharide auf Phosphor! ergibt bei den 
startnahen eine positive Reaktion, offensichtlich werden die Ester nur 
sehr Jangsam gespalten. Fiir das Vorliegen von Polyphosphorsiiure 
spricht der positive Nachweis mit Toluidinblau!® in der wabrigen 
Lisung des Endopenicillans A. 


Beschreibung der Versuche 
I, Ausgangspolysaccharid 
Darstellung 
Verarbeitung des Mycels 
6kg Mycel wurden mit 6/ 20-proz. Kalilauge unter haufigem Umschiitteln 
20 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. das Mycel abzentrifugiert und die Losung 
mit 21, Vol. Alkohol versetzt. Der ausfallende klebrige Niederschlag gab mit Wasser 
eine triibe Losung, aus der sich beim Ansauern mit Salzsaure (kongo) spezif. leichters 
Stoffe abschieden, die abfiltriert wurden. Die dani klare, braune, schwach saiz 
saure Lisung wurde sofort wieder mit Alkohol gefallt und eine zweite saure Um 
fallung angeschlossen. Bei der nachsten Umfallung, nun aus alkalischer Lésung. 
lieBen sich weitere nach Invertierung nicht reduzierende Begleitstoffe abtrennen. 


» : 4 . . . . . . . 
Reinigung der Polysaccharide und Aufteilung in zwei Fraktionen 
ie P . : : ~ y ——" _ 

Die Rohpoly saccharide wurden in 500 cem Wasser gelést und mit 50 ¢ Kaliun 
hydroxyd 3 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach langerem Zentrifugieren 
.s 9 ’ . . r “¢ : : 
ne 3000 U/Min. (groBe Collatz-Zentrifuge) konnte aus der Lésung ein reichlicher 
rauner Bodenkérper abgetrennt werden. der verworfen wurde. Die Polysaccharide 


wurden mit 3 Vol. Alkohol niedergeschlagen und zur Entfernung von Hydroxyden 
bigivate a cprilin A 4 


2 H. Weinland, diese Z. 306, 56 [1956]. 
(.S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature 
9 J. 0.8. S. 514. 


London] 164, 1107 [1949]. 
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und basischen Begleitstoffen 4 mal aus kongosaurer Losung umygefallt. Die anfiy 
lich tiefbraune waibBrige Polysaccharidlésung wurde hierbei zunehmend heller, Di 
Saurekonzentration wird moéglichst gering gehalten und die Fallungen sehr ras 
ausgefiihrt. 

Bei Umfiallungen aus saurer Losung trat wahrend der Zugabe des. dreifache; 


Volumens Alkohol ein grobflockiger Anteil auf, der sich rasch absetzte und ibe: 


diesem eine milchige Triibung (bei Umfallung aus alkalischer Lésung nicht 1 
schen). Der milchige Alkohol wurde jeweils sofort nach der Fallung abgekippt w 
die aus diesem absinkenden Niederschlage fiir sich gesammelt. Bei den letzte 
sauren Umfallungen lieB die Triibung nach, eine ausschlieBlich grobflockige Falhuy 
mit iiberstehendem klaren Alkohol war jedoch nicht zu erreichen. Man trennt ay 
diese Weise aus dem Gesamtpolysaccharid eine auBerst hygroskopische Substa: 
ab, im ganzen 12,9 g, die spater naiher untersucht werden soll. 

Der grobflockig ausfallende Anteil der sauren Fallungen wurde noch 2y 
aus saurer Losung umgefallt, danach die waBrige, stark opalescente farblose Lésuy, 
I Stde. zentrifugiert und hierauf aus Pipette unter Umriihren langsam in da. 
10-fache Volumen Alkohol gegeben. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Alkoho 
Ather gewaschen und anschlieBe nd bei 105° getroc knet. Gesamtme nge 13,2 ¢,,Aus 
gangspolysaccharid™ 





Auftrennung des ,,Ausgangspolysaccharides mittels Kupferlaug 


Abtrennung des Gly kogengrenzdextrins: 4 g ,,Ausgangspolysaccharid 
wurden in 10 cem Wasser bei 50° gelést und anschlieSend in 400 cem Kupferlau 
(500 ¢g KOH — 400 com Wasser; 500 ccm dieser Lauge mit 50 ccm gesitt. Kupfer 
sulfatlbsung unter Umschiitteln versetzt, dann filtriert) gegeben. Die Lésmy 
triibte sich sofort, bei langsamem Erwarmen der Mischung auf 60—70° ging di 
Triibung in eine flockige, blaue Fallung iiber, die sich bei weiterem Erhitzen vol 
staindig léste. Die Flocken traten beim Abkihlen der Lésung nicht wieder au 
sondern nur die homogene Triibung wie zu Beginn, auch nochmaliges Erwarme 
fiihrte zu keiner flockigen Fallung mehr. Es erwies sich daher als zweckmabig, lany 
sam zu erwarmen um eine giinstige Fallung zu erreichen. Die homogene Tribu 
konnte jedoch nach dem Abkiihlen durch scharfes Zentrifugieren abgetrenm 
werden. 

Die Kupferlauge samt Niederschlag wurde nach Abkithlung auf 5° zentr 
fugiert, der Niederschlag mit je 50 cem Kupferlauge aufgesc -hlammt und erneit 
zentrifugiert. Er stellte die Kupferverbindung des Pilzglykogengrenzdextrins dar 

Die zum Aufschlimmen verwendeten Kupferlaugen wurden mit der aus de 
Darstellung stammenden vereinigt. nochmals kurz auf 80° erwarmt und wieder au! 
5° abgekiihlt. Die Lésung blieb hierbei véllig klar, so daf& angenommen werde: 
konnte, daB die anfanglich verwendete Kupfermenge zur Fallung des Komplexe 
ausreichend war. Die Lésung wurde bis zu ihrer weiteren Verarbeitung bei 5° au! 
bewahrt. 

Der Kupferpolysaccharidniederschlag wurde, da nur in Saure léslich, i 
50 cem kalter 1-n. Salzsiure gelést und unter-Umriihren rasch in 1/7 Alkohol ei 
gegossen. Dabei trat eine hellblaue, flockige Fallung auf, die sich nach einigen Std! 
griinbraun verfarbte. Der iiberstehende griine Alkohol enthielt bereits betrichi 
liche Mengen Kupfersalze. Der Niederschlag wurde nach mehreren Stdn. bei 5 
abzentrifugiert, erneut in 50cem 1-n: HCl gelést und ergab bei Eingiefen 
800 cem Alkohol eine weibe. grobflockige Fallung, wobei der Alkohol sich schwa 
griin farbte. Um alles Kupfer zu entfernen, muBte noch einige Male umgefil! 
werden. Je kupferirmer der Niederschlag, desto wasserlislicher wurde er, 80 (i! 
immer geringere Saurekonzentrationen zum Erreichen einer klaren Lésung m0 
wendig waren. Nach der 7. Fallung léste sich das Polysacchi “9 in reinem Wass 
Is war dann bereits so rein, daB es erst nach Zufiigen von 1 Tropfen konz. Nal 
Lésung ausfiel. Die letzte Fallung geschah aus neutraler Loésung. Der Niede rschila: 
wurde abgesaugt, mit Alkohol-Ather gewaschen und im Vakuumtrockensehrali 
bei 40° iiber CaCl, getrocknet. Ausb. 1,5 g Pilaglykogengrenzdextrin. 
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Die therstehende Kupferlauge (450 com) wurde unter Umriihren in 2 / 
\Ikohol gegossen. Fs fiel eine blaue, spater in griingrau tbergehende schmierigs 
Masse aus. Nach mehrstiindigem Stehenlassen bei 5° wurde der Niederschlag al 
ontrifugiert. in 50cem kalter 2-n. HCL gelost und rasch unter Umrihren in 1 / 
\lkohol gevossen, wobei eine hellgriine, flockige Fallung eintrat. Es wurde noch 
Smal aus I-n. salzsaurer Lésung umgefallt, bis der tiberstehende Alkohol farblos 
ind der Niederschlag wasserloslich veworden war. Er wurde in 10 com Wasser auf 
enommen, aus der triiben Loésung ein geringer dunkel gefarbter Bodensatz ab 
yentrifugiert und mit dem 10fachen Volumen Alkohol unter Zusatz von 1 Tropfen 
VaCLLosung vefallt. Die weiBe, flockige Fallung wurde abgesaugt, mit Alkoliol 
(ther gewaschen, im Vakuumtrockenschrank bei 40° tiber CaCl, getrocknet. Aus 
heute: 0.75 ¢ Endopenicillan A. Bei den Alkoholfallungen geht von beiden 
Polysacchariden wahrscheinlich auf Grund ihrer geringen MolekiilgréBe ziemlich 
viel verloren. 

II. Pilzglykogengrenzdextrin 
A. Allgemeine Untersuchung 


Losung 1: Etwa 0.4g der iiber CaCl, getrockneten Substanz wurden in 
einem L0-ceom-MeBkoélbchen gelést und die Lésung zur Marke aufgefiillt. 

Losung 2: Lésung 1 wurde 1:12.5 verdiinnt. 

Trockengewicht und Zersetzungstemperatur: 2¢cem von Lésung 2 
wurden im Platintigel bei 40° i. Vak. zur Trockne gedampft und anschlieBend die 
Cewichtsabnahme bei steigender Temperatur verfolgt. Abb. 5 zeigt. daB die Sub 





Abb. 5. Trockengewichtskurve © 
des Pilzglykogengrenzdextrins. $s 
= 
Ss en ee on 
4 GO 120 ~—-160 
oF 


stanz sich von 120° ab zersetzt. In 2 cem wurde ein Trockenriickstand von 5.3 meg 
vefunden; Loésg. 1 enthielt daher 0.3315 ¢ 10 cem. Die Veraschung ergab keinen 
wigbaren Riickstand. 

Optische Drehung: + 5.44° (= 0.03°) im 10-cm-Halbmikrorohr. [| x|p: 

164,3° 

Phosphorsiurebestimmung: Je 5 ecm Loésg. 2 wurden in Kjeldabhl- 
Kolben zur Trockne verdampft und darin nach Hahn?®, modifiziert fiir Mengen von 
1—40 »P?!, die Phosphorsiure bestimmt. Nach der nassen Veraschung wurde aut 
Meem anfgefiillt und jeweils 10 cem zur Molvbdanblaureaktion verwendet. 
Messung in 5-ccm-Kiivette mit Filter S. 72. 

Gef. P.0.81°,, 

Kupferbestimmung: Die Bestimmung nach Eden und Green (s. 8. 23 

verlief negativ. 


7) 

Hydrolyse: 3cem der 1:2 verdiinnten Lésg. 1 wurden im 5-cem-MeBk6élb 
chen i, Vak. zur Trockne gebracht : darauf wurde mit 2 cem n-HCI versetzt. 2 Stdn 
im siedenden Wasserbad invertiert. mit 2-». NaOH neutralisiert und zur Marke 
aufyefiillt (Verdiinnung 1:3.3). 


“ F. Hahn. Angew. Chem. 60, 207 [1948]. 
ws H. Weinland. diese Z. 305, 219 [1956]. 
* A. Eden u. H. H. Green. Biochem. J. 34. 1202 | 1940]. 
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Analyse der hydrolysierten Substanz 
Optische Drehung: -} 0,52° (+. 0,019) im) 10-em-Halbmikrorohr, [y 
62, 61° (siehe Tab. 2) 

Zu den Reduktionsbestimmungen nach Macleod und Robison2 oy 
nach Fehling-Lehmann-Schoorl*4 wurden 4 cem des Hydrolysats auf 50 iy 
(Verdiinnung 1:41,3), fiir die Bestimmung nach Hagedorn-Jense.2® die lety 
genannte Losung nochmals auf das zehnfache verdiinnt (s. Tab. 2). 


Tab. 2. Analysenergebnisse der invertierten Lésung. 














cem Gehalt, auf in Lésg. 1 
analysierte Glucose oy [x]p 
| Losg. berechnet Glucose 
SSS eS ” = 
Macleod- Robison | | baw. 2 | 666 baw. 1355y 2.80 + 62.61 ber.n 
er Hilfe des Mitt 
Fehling-Lehmann-— | ee a aa “9 
: re uss = rts der gefuy 
Schoor!l | 10 bzw. 20 | 6,45bzw.13,23m¢e 2,74 eet 
: . denen Glucose: 
Hagedorn-Jensen | 2 129 y +. 0,0 y 2,69 werte 





Aus dem Trockengewichtsgehalt der Lésung 1 und dem Ergebnis der Redi 
tionsanalysen ergibt sich eine Aufspaltung des Pilzglykogengrenzdextrins in nac 
weisbare Aldehydgruppen zu 74° . 

Glucosenachweis: Der Rest des Hydrolysates wurde papierchromat 
graphisch aufgetrennt (Butanol-EKisessig- Wasser 4: 1:5), die Glucosefraktion eluier 
und nach Einengen i. Vak. auf 5 cem aufgefiillt. Optische Drehung: +4 03) 
(-!- 0,019) im 20-em-Halbmikrorohr, [x]p : -+ 46,79 (s. Tab. 3). 

Zu den Reduktionsbestimmungen nach Macleod-Robison wurden 4 cem a 
50 cem aufgefiillt (Verdiinnung 1:12 fiir die Bestimmung nach Hagedon 
Jensen 3 cem der letztgenannten Lésg. auf 10 cem (Verdiinnung 1:41,7). 





a= 


Tab. 3. Analysenergebnisse fiir isolierte Glucose. 





























| com 
a Gehalt 2 . 
| alvsierte oO ) 
| — a an Glucose Glucose [x1 
| ery > 70 
Macleod-Robison | 4 baw. 5 1,16 bzw. 1,44 mg 0,36 Be ei 
mit Hilfe des 
Hagedorn-Jensen | 2 184 y +2 y 0,38 Mittelwertes 


Der Zucker ist im Identifizierungschromatogramm mit Glucose identisch. 
Vergirung auf Papier mit 20-proz. Backerhefe2® ist nach 30 Min. kein benzidi 
anfiirbbarer Rest mehr nachweisbar. 

Zeitliche Abspaltung der Phosphorsiure 

Von der 1:1 verdiinnten Lésg. 1 wurden 

a) 0.6 cem (9,95 mg) i. Vak. zur Trockne gedampft, in 0.4 eem 1-n, HCI: 
list, 11 Stdn. im siedenden Wasserbad hydrolysiert, neutralisiert und fiir ( 


23 M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 
; * y : 7 R 
244A, W.vander Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und b 
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stimmung d. Monosaccharide u. Aldehydsiuren, Gebr. Borntraeger, Berlin 1%? 
S. 121. 

25 K. Hinsberg u. K. Lang, 1. e.8 S. 200. 
26 KF. May u. H. Weinland, diese Z. 298, 153 [1953]. 
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Bd, 308 (1957 Cher ein Gly kogengrenzdextrin D5 
Bestimmung des abgespaltenen Phosphors nach Hahn??! die entspr. Menge 
yeutralisierte Schwetelsiure zugesetzt, auf 10 cem aufgefilllt und die 10 cem zur 
Molybdanblaureaktion verwendet. 

b) 3.0 com (49.73 mg) i. Vak. zur Trockne gedampft, in 2 cem I-n. HC] gi 
ist. im siedenden Wasserbad 21, Stdn. hydrolysiert, neutralisiert, auf 5 com auf 
47 my) wie unter a) zur Bestimmung des abgespaltenen 


2h. 


vefiillt und 0.55 com (5 





Phosphors verwendet (s. Tab. 


Tab. 4. Phosphorabspaltung bei Hydrolyse in I-n. HCI, 











| F 

| in der Analyse 
Zeit abyespaltener P Rees espalten 

gi ay ea | Gesamt-Phosphor lex P 

Stdn. | in der Analyse ; ,, des 
— . | (freier u. gebundener) . 
nes a , i 
I, lly | 19 13.8 
214, ll y | 44 > 25.0 


Bb. MolekiilgroBenbestimmung nach Kk. H. Meyer! 


Die Methode wurde fiir kleine Polysaccharidmengen wie folgt abgewandelt : 
Im Mikroreagenzglas werden 0.2 cem Saccharidlésung mit 0.1 com 6-n. NaOH und 
O..cem 1,5-proz. wabriger 3.5-Dinitro-salicylsaure versetzt, fiir 30 Min. in ein 
Wasserbad von 65° gebracht und anschlieBend unter der Wasserleitung gekuhlt 
Die Messung der Extinktion erfolgt gegen entspr. gewonnene Leerwerte am Pulfrich 
Photometer in 2-cm-Mikrokiivette. Filter S53. Die so erhaltene Eichkurve fiir 
20-200 + Maltosereduktion zeigt Abb. 6. 





Abb. 6. Eichkurve fiir Maltose- 
reduktion von 20—200 y mit = & 


3.5-Dinitro-salicvlsaure. 





Tab. 5. Analysenergebnisse fiir MolekiilgréBenbestimmung des Pilzglykogen- 
crenzdext?ins. 











| | | 
2 | | . | : 
Kinwaage | gelést | cem analysierte | gefundene Gln nro alan 
| * | ° bs ‘ COseth ro. Own 
mg = | adcem | Losung |..Maltosereduktion | 
| 
| | 
FG (ae) 0.2 | 32 2 68.8 -- 3 
an 15 0.1 | >. 69.0 ) 
0,2 | 2» 69.0 , 


(. Bestimmung der nichtreduzierenden Enden im Molekii! 
nach Potterund Hassid! 
Wegen der Kleinheit des vorliegenden Molekiils erfolete die Berechnung der 
\nzahl nicht reduzierender Enden in Tab. 6 unter Beriicksichtigung der 2 Moll. 
\meisensiiuren pro freie Aldehydgruppe. 








Erika Eckart, Bal. 308 (1937 





Tab. 6. Analysenergebnisse der Endgruppenbestimmun: 











a ——— 
Re : CGehalt an n/100- ; * 
Kinwaage cem analysierte aed on mie Mol Ameisensre, nicht 
: . Ameisensiiure : ‘e 
in 20 com Reak Losung : pro Mol Pilz reduz 
: aur 5 8 Wee eRe nach Abzug d. Ende 
tionsgemisch (je 3. Bestim- ; vlykogengreny — 
een Leerwerts abate pro M 
re ge : eaxtnin Mol 
(Mittelw.) com kiil 
O1005 5 2,20 9,80 78 
0.0447 5 0,99 9.88 7s 




















D. Spaltbarkeit mit /-Amylase 

f-Amylaselésg.: 100 g Gerstenschrot wurden nach Myrback und Orte: 
blad2? mit 400 cem Wasser 30 Min. bei 20° extrahiert, filtriert, das Filtrat ; 
40 com I-n. Essigsiure versetzt (pu 3,7) 10 Stdn. bei 0° C aufbewahrt2’, dan; 
filtriert, neutralisiert, das Ferment mit 2 Vol. Alkohol gefallt?’, sofort zentrifugier 
in 50 com Wasser gelést und bei 0° aufbewahrt. ; 

Leberglykogen- bzw. Pilzglykogengrenzdextrinlésg.: je 2071 
velést in 1 cem Wasser. 

Bebriitungen: je 0,1 cem der verschiedenen Glykogenlésungen + 0,1 « 
Wasser + 0,2 cem /}-Amylaselésg., jeweils 8 Ansiitze, Temp. 37°, Dauer 0—4 St 

Die Lésungen wurden mit CdSO, enteiweiBt, auf 25 cem aufgefiillt und 
zweimal LO cem nach Hagedorn-Jensen titriert. Ergebnisse s. Tab. 1. 


III. Endopenicillan A 
A. Allgemeine Untersuchung 

Losung 1: Etwa 0.4 g der iiber CaCl, getrockneten Substanz wurden in ein 
10-cem-MeBkélbchen gelést und die Lésung zur Marke aufgefiillt. 

Losung 2: Lésung 1 wurde 1:25 verdiinnt. 

Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche: 5cem vw 
Loésung 2 wurden im Platintiegel bei 40° i. Vak. zur Trockene gedampft und 
schlieBend die Gewichtsabnahme bei steigender Temperatur verfolgt. Abb. 7 zir 
daB die Substanz sich von 120° ab zersetzt. In 5 cem wurde ein Trockenriicksti 
yon 6,6 mg gefunden. Die Veraschung ergab 0,9 mg, entspr. 13,69) Asche." 


bse 
\ malt 
' \ 
epann \ | | ™" ‘ . 
= 6300;—\j—_ Abb. 7. Trockengewichtskurve 
Sin I | des Endopenicillans A. 
= 640 4 _ “Tt 
Eee eer | 
80 120 160 
CC —_ 


Lésang | enthielt daher: aschehaltig 0,330 ¢/10 cen 
aschefrei 0,285 g/10 cem 
Optische Drehung: + 0,31° (+ 0,01°) im 10-cm-Halbmikrorohr, 
[x|p:-+ 9,59, bezogen auf aschehaltige Substanz, 
+. 11,0°, bezogen auf aschefreie Substanz. 
Phosphorsiurebestimmung: Je 2cem Lésung 2 wurden in Kjelda 
Kolben zur Trockne gedampft und wie 8S. 233 die Phosphorsaure bestimmt. 
Gef. P. 4,269) 


27: K. Myrback u. B. Ortenblad, Biochem. Z. 293, 107 [1937]. 
28 1. ¢.7, S. 1848. 








I 
Tre yckt 
den W 
Verdi 


a 


b) 
Fehli 
die Bes 
auf das 


Macleoc 


Fehling 
Schoorl 


Hagedo 


Au 
sich eine 
¢) 
wie S, 9 
Glucose. 
MeBkall 
einzelne 
Die 
den niec 


Hopp 














) (1957 


hicht 
dug 
nde 
» Mo 
kiil 


78 


78 


elda 
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Kupferbestimmung: Je 2cem Losung 2 wurden in Kjeldahlkolben zur 
frockne gedampft und das Kupfer kolorimetrisch mit Diaithyldithiocarbamat** 
bestimmt unter Verwendung des Pulfrich-Photometers mit Filter S50 und 5-cm- 
Mikrokiivette. Die fiir die Messungen aufgestellte Eichkurve von 1 y—20 y Kupfer 


zeigt Abb. Ss. 


Gef. Cu 0,499, 


Ts ee memes tas 






Abb. 8. Eichkurve fiir O—20 y Kupfer ! gg/-——_}_ __ 
Kupfer(I1) diathyldithiocarbamat-Kom- 


plex). 04-— 


Hvdrolyse: 3ecem der 1:1,67 verdiinnten Loésung 1 wurden i. Vak. zur 
Trockne gedampft. Darauf wurde mit 3 cem 1-2. HC] versetzt, 21, Stdn. im kochen- 


den Wasserbad invertiert, mit 2-n. NaOH neutralisiert und zur Marke aufvefiillt 
Verdiinnung 1:2,78). 


Analyse der hydrolysierten Substanz 
a) Optische Drehung: -+ 0,43° (+ 0,02°) im 10-cm-Halbmikrorohr 
[z]p : + 55,6, bezogen auf Reduktion (s. Tab. 7), 


43.0°, bezogen auf aschefreie Substanz. 


b) Zu den Reduktionsbestimmungen nach Macleod-Robison** sowie nach 
Fehling-Lehmann-Schoorl*4 wurden 4 ccm des Hydrolysates auf 50 cem, fiir 
die Bestimmung nach Hagedorn-Jensen®*° die letztgenannte Losung nochmals 
auf das 10-fache verdiinnt, siehe Tab. 7. 


Tab. 7. Analysenergebnisse der invertierten Losung. 








cem Gehalt,. i. Losg. 1 
analysierte auf Glucose or. [x]p 
Lésg. berechnet ..Glucose* 
| 
Macleod-Robison l baw. 2 0.653 bzw. 1,.287mg 2,24 55.6" be- 
as rechnet mit 
Fehling-Lehmann- Hilf, q Mit 
os ‘ ilfe d. Mit- 
Schoorl 10 6.27 mg 2,16 oe 
. telwerte der 
Hagedorn-Jensen 1 baw. 2 116 » baw. 241 » 2,07 Glucosewerte 











Aus dem Trockengewicht der Lésung 1 und den Reduktionsanalysen ergibt 
sich eine Aufspaltung des Endopenicillans A zu 68.3%. 

_ ¢) Nachweis der einzelnen Monosaccharide: der Rest des Hydrolysates wurde 
wie 8. 234 papierchromatographisch aufgetrennt, anschlieBend die Galaktose-. 
Glucose- und Mannosefraktion je fiir sich eluiert und nach Einengen i. Vak. im 
MeBkélbchen auf 1.5 cem aufgefiillt. Die Ergebnisse der naheren Untersuchung der 
einzelnen Fraktionen zeigt Tab. 8. 

Die Galaktosefraktion enthalt offensichtlich noch Spuren der hoher wandern- 
den niedrig drehenden beiden anderen Zucker. 
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204 C. Wagenknecht und S. Rapoport, 
Herzenzym. Dagegen ist die DPNH-Cyt.c-Reduktase der Lehermito. 
chondrien nur in viel geringerem Mabe hemmbar. Abb. 1 zeigt verglei. 
chende Versuche tiber die unterschiedliche Hemmbarkeit der DPNH. 
Systeme von Leber und Herz. Man erkennt, da schon 0.008 m/ RU im. 
stande waren 0,2 ml Herzenzym um 84% zu hemmen, wihrend bei Leber. 
mitochondrien selbst 0,4 m/, die 50fache Menge, nur 38° Hemming be. 
wirkte. Es liegt demnach ein Unterschied der Hemmbarkeit um an. 
nihernd 2 Gr6Benordnungen vor. 


Diskussion 

In einer vorhergehenden Mitteilung wurde die Annahme begriindet, 
daB der RU-Hemmstoff spezifisch auf das Nichthaimineisen der Fe-Fla- 
vinfermente der Succinat-Dehydrase und DPNH-Cyt.c-Reduktase wirkt. 
Zur Beurteilung der vorliegenden Ergebnisse scheint es angebracht, zu 
priifen, ob die verallgemeinernde Annahme, daB alle untersuchten 
Systeme als Fe-Flavinenzyme anzusehen sind, gerechtfertigt ist. Ein. 
deutig bewiesen ist diese These fiir die Succinat-Dehydrogenase* und die 
DPNH-Cyt.c-Reduktase® von Herzmitochondrien. Nach Angabe von 
Mahler® gilt dasselbe auch fiir die TPNH-Cytochrom-Reduktase aus 
Leber’, die mitochondrialer Herkunft ist. Die Empfindlichkeit gegen 
Komplexreagenzien spricht dafir, da die mikrosomale DPNH- 
Cytochrom-b;-Reduktase auch Metall® enthalt; jedoch handelt es sich 
dabei nach einer vorliufigen Mitteilung® anscheinend um Magnesium. 
Beziiglich des mikrosomalen TPNH-Systems ist noch nichts Niéheres 
bekannt. Die Hemmbarkeit der untersuchten mitochondrialen Systeme, 
von denen anzunehmen ist, da sie Eisen enthalten, ebenso wie das Aus- 
bleiben der Hemmung im mikrosomalen DPNH-System, stehen im Ein- 
klang mit einer selektiven Wirkung des Hemmstoffes auf das Eisen von 
Flavinfermenten. 

Zur Erklirung der unterschiedlichen Hemmbarkeit der mitochon- 
drialen Enzyme verschiedener Organe wire an subtile Unterschiede in den 
Kigenschaften funktionell gleichartiger Enzyme verschiedener Herkunft 
zu denken, die sich auf das Verhalten des Enzymeisens auswirken k6nnen. 
Méglicherweise spielt aber auch unterschiedliche Haftfestigkeit der En- 
zyme im mitochondrialen Verband eine Rolle. In diesem Zusammenhang 
ist eine von uns beobachtete gréBere Labilitét der Lebermitochondrien 
zu erwahnen. 

Antimycin zeigt in seiner Wirkung auf subzellulire Fraktionen ein 
dem RU-Hemmstoff analoges Verhalten: 1. wirkt es nur auf Mitochon- 


+ T. P. Singer, E. B. Kearney u. P. Bernath, J. biol. Chemistry 228, 
599 [1956]. 

° H. R. Mahler u. D. G. Elowe, J. biol. Chemistry 210, 165 [1954]. : 

6 H.R. Mahler u. I. L. Glenn in: W. D. Elroy und B. Glass, Inorganic 
Nitrogen Metabolism, J. Hopkins Univ. Press Baltimore 1956. 

7 B. L. Horecker, J. biol. Chemistry 188, 593 [1950]. 

8 P.Strittmatter u. S.F. Velick, J. biol. Chemistry 221, 277 [1956]. 

9 Pp. Strittmatter, S. F. Velick, Biochim. biophysica Acta 25, 228 [1957}. 
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pd. 309 (1957) Uber die selektive Wirkung des UR-Hemmstoffes 205 


drien und nicht auf Mikrosomen und 2. ist das Succinat-Cyt.c-System 
pedeutend stérker hemmbar als die DPNH- und TPNH-Systeme?®. 
\ndererseits zeigt nur RU-Hemmstoff Wirkung auf Jésliche Enzyme. 

Unhbeschadet dieser ungeklirten Fragen bleibt als grundlegende 
SchluBfolgerung die Feststellung der biologischen Selektivitat des RU- 
Hemmstoffes fiir mitochondriale Enzyme. Diese besondere Affinitat des 
Hemmstoftes fiir. Mitochondrien steht auch im Einklang mit dem Ab- 
lauf der Vorgange bei der Reticulocyten-Reifung, bei der das mitochon- 
driale System unter Beibehaltung der l6slichen Flavinsysteme*® absinkt 
und der Auflésung verfallt. 


Zusammenfassung 


Die Hemmbarkeit von fiinf Praparaten von Cytochrom-Reduktasen, 
und zwar der DPNH- und TPNH-Cyt.-Reduktase der Mitochondrien 
und der Mikrosomen der Leber, sowie der TPNH-Cyt.c-Reduktase der 
Hefe wurde untersucht. Dabei wurde eine selektive Wirkung des RU- 
Hemmstoffes auf die Enzyme der Mitochondrien festgestellt. Der Ver- 
gleich von Succinat- und DPNH-Systemen von Herz und Leber ergab 
unterschiedliche Affinitaéten der Mitochondrien-Enzyme fiir RU-Hemm- 
stoff. 

Summary 


Investigations have been carried out into the action of the RU inhi- 
bitor on the DPNH and TPNH cyt. c reductases of liver mitochondria 
and microsomes and the TPNH cyt. c reductase of veast. It was found 
that only the mitochondrial enzymes undergo inhibition. The affinity 
of the mitochondrial enzymes for the RU inhibitor has also been exa- 
mined in succinate cyt. c and DPNH cyt. ¢ sytems of heart and liver. 

10 C. de Duve, B. C. Pressman, R. Gionetto, R.Wattiaux u. F. Appel- 
mans, Biochem. J. 60, 604 [1955]. 
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Tab. 6. Analysenergebnianse der Endgruppenbestimmung. 
. Cehalt rn Too | ’ 
Kinwaage com analysierte ehalt at Mol Ameisensre. nicht 
, : Ameisensdure reduz. 
in 20 com Reak Lisung pro Mol Pilz . 
™ : nach Abzug d. Enden 
tionsgemisch (je 3 Bestim ; gly kogengrenz- 
mungen) saerworts dextrir pro Mole. 
a & (Mittelw.) cem “ . kiil 
0.1005 5 2,20 9,80 7,8 
0.0447 5 0,99 9,88 7,8 














D. Spaltbarkeit mit #/-Amylase 

B-Amylaselésg.: 100 g Gerstenschrot wurden nach Myrback und Orten 
blad2? mit 400 cem Wasser 30 Min. bei 20° extrahiert, filtriert, das Filtrat mit 
40 cem I-n. Essigsiure versetzt (py 3,7) 10 Stdn. bei 0° C aufbewahrt?’, danach 
filtriert, neutralisiert, das Ferment mit 2 Vol. Alkohol gefallt?’, sofort zentrifugiert, 
in 50 cem Wasser gelést und bei 0° aufbewahrt. 

Leberglykogen- bzw. sts ia aaa ii 
gelést in 1 cem Wasser. 

Bebriitungen: je 0,1 ccm der verschiedenen G ly kogenlésungen + 0,1 ccm 
Wasser + 0,2 com f-Amylaselésg., jeweils 8 Ansitze, Temp. 37°, Dauer 0—4 Stdn. 

Die Lésungen wurden mit CdSO, enteiweiBt, auf 25 ccm aufgefiillt und je 
zweimal 10 cem nach Hagedorn-Jensen titriert. Ergebnisse s. Tab. 1. 


: je 20,7 mg 


III. Endopenicillan A 


A. Allgemeine Untersuchung 


Losung 1: Etwa 0,4 g der iiber CaCl, getrockneten Substanz wurden in einem 
10-cem-Me&kolbchen gelést und die Lésung zur Marke aufgefiillt. 

Lésung 2: Lésung 1 wurde 1:25 verdiinnt. 

Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche: 5ccm von 
Lésung 2 wurden im Platintiegel bei 40° i. Vak. zur Trockene gedampft und an- 
schlieBend die Gewichtsabnahme bei steigender Temperatur verfolgt. Abb. 7 zeigt, 
daB die Substanz sich von 120° ab zersetzt. In 5 cem wurde ein Trockenriickstand 
von 6,6 mg gefunden. Die Veraschung ergab 0,9 mg, entspr. 13,6% Asche. 











Abb. 7. Trockengewichtskurve 
des Endopenicillans A. 


3 x00 ue 





























40 80 120 160 
i Se 
Lésang 1 enthielt daher: aschehaltig 0,330 g/10 cen 
aschefrei 0,285 g/10 ccm 
Optische Drehung: + 0,31° (+ 0,01°) im 10-cm-Halbmikrorohr, 
[«]p:-+ 9,5°, bezogen auf aschehaltige Substanz, 
+ 11,0°, bezogen auf aschefreie Substanz. 


Phosphorsaurebestimmung: Je 2ccm Lésung 2 wurden in Kjeldahl- 


Kolben zur Trockne gedampft und wie S. 233 die Phosphorséure bestimmt. 
Gef. P. 4,26% 


27K. Myrback u. B. Ortenblad, Biochem. Z. 298, 107 [1937]. 
oid HS cf 


1848. 
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Kupferbestimmung: Je 2com Léisung 2 wurden in Kjeldahlkolben zur 
lrockne gedampft und das Kupfer kolorimetrisch mit Didthyldithiocarbamat®* 
bestimmt unter Verwendung des Pulfrich-Photometers mit Filter 8S 50 und 5-cm 
Mikrokiivette, Die fiir die Messungen aufgestellte Kichkurve von 1 y—20 y Kupfer 
zeigt Abb. 8. 

Gef. Cu 0,49°,, 





























Abb. 8. Fichkurve fiir 0—20 y Kupfer le -_ | 
Kupfer(II)-diathyldithiocarbamat-Kom- 
nie tcnsheiit 
plex). 
10 15 20 
y Kupfer —=— 


Hydrolyse: 3cem der 1:1,67 verdiinnten Lésung 1 wurden i. Vak. zur 
Trockne gedampft. Darauf wurde mit 3 cem 1-n. HCl versetzt, 214 Stdn. im kochen- 
den Wasserbad invertiert, mit 2-n. NaOH neutralisiert und zur Marke aufgefiillt 
(Verdiinnung 1:2,78). 


Analyse der hydrolysierten Substanz 
a) Optische Drehung: + 0,43° (-- 0,02°) im 10-cm-Halbmikrorohr 
[a]p : + 55,69, bezogen auf Reduktion (s. Tab. 7), 
+ 43,0°, bezogen auf aschefreie Substanz. 


b) Zu den Reduktionsbestimmungen nach Macleod- Robison* sowie nach 
Fehling-Lehmann-Schoorl*4 wurden 4 cem des Hydrolysates auf 50 ccm, fiir 
die Bestimmung nach Hagedorn-Jensen®® die letztgenannte Lésung nochmals 
auf das 10-fache verdiinnt, siehe Tab. 7. 


Tab. 7. Analysenergebnisse der invertierten Lésung. 























com Gehalt, i. Lésg. 1 
analysierte auf Glucose % [x]p 
Lésg. berechnet ,Glucose‘‘ 
Macleod- Robison 1 baw. 2 0,653 baw. 1,287mg 2,24 + 55,6° be- 
: rechnet mit 
— 10 6,27 mg 26 je 
_—— ies 4 telwerte der 
Hagedorn-Jensen 1 baw. 2 116 y bzw. 241 y 2,07 Glucosewerte 


Aus dem Trockengewicht der Lésung 1 und den Reduktionsanalysen ergibt 
sich eine Aufspaltung des Endopenicillans A zu 68,3%. 

c) Nachweis der einzelnen Monosaccharide: der Rest des Hydrolysates wurde 
wie S. 234 papierchromatographisch aufgetrennt, anschlieBend die Galaktose-, 
Glucose- und Mannosefraktion je fiir sich eluiert und nach Einengen i. Vak. im 
Me&kélbchen auf 1,5 ccm aufgefiillt. Die Ergebnisse der naheren Untersuchung der 
einzelnen Fraktionen zeigt Tab. 8. 

Die Galaktosefraktion enthalt offensichtlich noch Spuren der héher wandern- 
den niedrig drehenden beiden anderen Zucker. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 308 16 
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Tab. 8. Eigenschaften der isolierten Monosaccharidfraktionen. 








Konz. ’ Verhalten 
Pe. nal nach [a] spine auf Papier gegen 
10-cm-Rebr | Hagedorn-| ‘“JD |" SOD! Backer. | Galakt. 
Jensen : hefe Hefe?® 
‘als : nach 
Ca tOs"| + 0,41°4-0,024 0,60%* | + 68,3° |Galaktose} Keim? | 60 Min. 
nied vergoren 
Glucose- = Glue Pes 
fraktion — — tlucose in. — 
vergoren 
Mannose- 0 0/ ‘ —_ 
aaa s + 0,04°+-0,019 0,32% +. 12,99 | Mannose | 60 Min. — 
fraktion Y 
vergoren 




















* titriert nach der fiir Galaktose abgewandelten Hagedorn-Jensen-Methode 
von Larsson und Sveinsson?*, 


B. Mengenverhdltnis der einzelnen Zucker 
1 ccm Lésung 1 wurde i. Vak. zur Trockne gedampft, danach mit 1 cem 1-n. 
HCl versetzt, 41/. Stdn. im siedenden Wasserbad hydrolysiert, dann sauer auf 
2 Chromatographiepapierbogen aufgetragen und unter Einschaltung von Zwischen- 
re in Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5 chromatographiert, Trenneffekt 
siehe Abb. 9 


Start e- om ~— Galakt Gluc Mannose 
Abb. 9. Absteigendes Chromatogramm der 414-Stdn.-Hydrolyse mit 1-n. HCl, 
hergestellt iiber Zwischentrocknungen. 


R = nicht zu Monosaccharid aufgespaltener Rest. 








Die Chromatogramme wurden nach Lokalisation der Monosaccharidfraktionen 
in Laufrichtung in 3-cm-breite Streifen zerschnitten, aus diesen die am breitesten 
abgelagerte Mannosazone in knapper Begrenzung ausgeschnitten und anschlieBend 


Tab. 9. Mengenverhaltnis der einzelnen Zucker. 








‘ Im Chromatogramm ab- Verhiltnis der 3 Zucker 
Leerwert Mittel aus- | gelagert (nach Abzug des} (Glucose jeweils gleich 1 
Papierfliche gedriickt in Leerwertes) gesetzt) 
Nr. | qem je Ab- Glucose Man- |. Galak- 
lagerung Mannose | Galaktose nose {Glucose | tose Man- |qjucose | Galak- 
y y y y y nose tose 
1 9 65 86 41 12 4,50 oe : 3,05 
| 9 59 78 60 16 4,21 | : 2,78 
3 6 42 57 59 139 3,76 :1 £2.36 
4 6 44 59 58 137 3,70 | : 2,36 
5 7,5 68 91 57 153 4.28 :1 £2.68 
6 7,5 63 83 54 142 4.2 1 : 2,63 
7 6 56 75 36 86 3,75 ae | : 2,46 
8 9 56 75 55 142 416 i : 2158 
































29 P. A. Larsson u. 8S. L. Sveinsson, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939]. 
30 Allene Jeanes, C.S. Wise u. R.J.Dimler, Analytic. Chem. 28, 415 
[1981]. 
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Bd. 308 (1957) Uber ein Glykogengrenzdextrin 939 
die schmialer abgelagerten Zonen der Glucose und Galaktose durch Mitnahme 
leerer Nachbarbezirke als ebenso groBe Flachen. Als Papierleerwerte dienten eben- 
so groBe Flichen aus dem ablagerungsfreien startfernen Teil der Streifen. Die 
Papiere wurden zerkleinert, mit 15 com Wasser im siedenden Wasserbad 20 Min. 
extrahiert, abgekiihlt und, ohne die Cellulose zu entfernen, die Hagedorn-Jensen- 
bestimmung angeschlossen, wobei 25 Min. gekocht wurde. 


C. Zeitliche Reihenfolge der Abspaltung 
der einzelnen Monosaccharide 


Hydrolyse: 0,4 ccm Lésung 1 wurden i. Vak. zur Trockne gedampft, an- 
schlieBend mit 0,8 cem n/10-HCl versetzt und im siedenden Wasserbad 6 Stdn., 
also unvollstandig, hydrolysiert. Alle 60 Min. wurden Proben von etwa 10 cmm 
entnommen, sauer auf Chromatographiepapier aufgetragen und wie S. 234 chro- 
matographiert. 


D. MolekiilgréBenbestimmung nach K. H. Meyer™ 
Tab. 10. Analysenergebnisse fiir MolekiilgréBe des Endopenicillans A. 








Einwaage entspr. gefunden Hexosen 
fiir Einzel- aschefreier ,,Maltose- pro 
messungen mg Substanz mg reduktion“ Molekiil 
7,5 6,5 105 y 124 
7,5 6,5 105 y 124 
8,0 6,9 lll y 124 











E. Bestimmung der nichtreduzierenden Enden pro Molekil 
nach Potter und Hassid!™ 


Tab. 11. Analysenergebnisse der Endgruppenbestimmung. 











‘ ; xehalt an n/100- Re 
In 20 com Reaktions- in 5ccm ana- | Ameisensiure {Mol Ameisen-| 5 ¢ nl 
gemisch lysiert. Lésg. | nach Abzug des |séure pro Mol] 2-3 - 
aschefreie Sub- Leerwertes Endopeni- 2 5 “ 
&, aschefreie stanz (Mittelwerte) cillan A oe 
Kinwaage| Substanz com A 
45,4 mg 39,2 mg 9,8 mg 2,45 50,2 48,2 
15,3 mg 13,2 mg 3,3 mg 0,81 49,3 47,3 

















* Unter Periicksichtigung der 2 Ameisensiiuren pro freie Aldehydgruppe. 


F. Untersuchung auf 1-3-glykosidische Bindungen im Molekiil 
nach Bell und Manners!® 


30, 40 und 50 mg Endopenicillan A wurden im Schliffstopfen-Erlenmeyer 
mit je 40 ccm 8-proz. Natriummetaperjodatlésung versetzt und 50 Tage bei Zimmer- 
temperatur im diffusen Tageslicht stehen gelassen. Danach wurde mit 5 ccm 
Athylenglykol der Uberschu8 an Perjodat zerstért, die Jodationen mit Silbernitrat 
entfernt und die restlichen Ag-Ionen mit H,S ausgefallt. Die filtrierten Lésungen 
wurden i. Vak. bei Zimmertemperatur auf 2 ccm eingeengt, mit 2 ccm 2-n. HCl 
versetzt und 21% Stdn. im siedenden Wasserbad hydrolysiert. AnschlieBend wurde 
neutralisiert, die Loésung i. Vak. eingeengt und papierchromatographisch auf 
Zucker untersucht. Es zeigten sich keine durch Benzidin anfirbbaren Substanzen 
mehr. 

16* 











Uber ein Glykogengrenzdextrin Bd. 308 (1957) 


IV. Meng-nverhialtnis der beiden Polysaccharide 


Etwa 250mg _ ,,Ausgangspolysaccharid‘’ wurden in 4ccm Wasser gelést. 
zentrifugiert und im 5-cem-MeBkélbchen zur Marke aufgefiillt. 

Trockengewicht: 2 cem der Lisung ergaben bei 110° ein Trockengewicht 
von 99,2 mg. Die Veraschung ergab einen Riickstand von 29,9 mg, entspr. 30,15°, 
Asche. Die Lésung enthalt daher aschefrei 0,173 g/5 ecm. 

Optische Drehung: + 3,51° (+ 0,02°) im 10-cm-Halbmikrorohr, 
{[«]p : + 101,2° fir aschefreie Substanz. 

Mit Hilfe der [x]p-Werte der beiden aschefreien Komponenten errechnet 
sich hieraus ein Verhaltnis von 

indopenicillan A: Pilzglykogengrenzdextrin wie 1:1,4. 

Herrn Professor May danke ich fiir die Stellung des Themas und die Uber- 
lassung der isolierten Polysaccharide. Frau Privatdozent Dr. Weinland danke 
ich fiir das groBe Interesse an meiner Arbeit und fiir die vielen freundlichen Hin- 
weise bei der Untersuchung. 


Zusammenfassung 


Im Mycel eines Penicilliumstammes wurden zwei intrazellulire 
Polysaccharide aufgefunden: 

1. Ein Glucosepolysaccharid vom Charakter eines Glykogengrenz- 
dextrins, d.h. mit kurzen Seitenzweigen, geeignet fiir Zusammen- 
lagerung zu gréBeren Komplexen fiir Glykogenteile mit 1:6-Bindungen. 

2. Ein als.Endopenicillan A bezeichnetes Saccharid. Es besteht aus 
124 Hexosen (Mannose, Galaktose und Glucose). Aus der Abspaltung der 
Zucker bei der Saurehydrolyse kénnen mit Wahrscheinlichkeit Riick- 
schliisse auf die Verteilung der einzelnen Monosaccharide im Molekiil 
gezogen werden. 


Summary 


Two intracellular polysaccharides, viz. a glucose polysaccharide and 
a saccharide designated as endopenicillan A, have been detected in the 
mycelium of a Penicillium strain. The glucose polysaccharide has the 
nature of a limit dextrin from glycogen, i. e. with short branches, and is 
capable of coupling to form glycogen units with 1.6-linkages. Endopeni- 
cillan A consists of 124 hexose units and contains mannose, galactose and 
glucose. The results of acid hydrolysis provide information concerning 
the distribution of the individual monosaccharides in the molecule. 
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Zweidimensionale Elektrochromatographie 
von Serumeiweif 
Von 
Z. Puéar und M. Petek 
Aus dem Institut Ruder BoSkovié, Zagreb, Kroatien, Jugoslawien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mirz 1957) 


Fihrt man den Trennproze8 an einer Apparatur fiir kontinuierliche 
Elektrophorese diskontinuierlich, so erhalt man eine zweidimensionale 
elektrochromatographische Trennung. Die Grundlagen der kontinuier- 
lichen und diskontinuierlichen Trennung, die mittels der drei bekannten 
Apparatetypen von GraBmann und Hannig!, von Durrum? sowie 
von Strain und Sullivan? ausfiihrbar sind, wurden ausfiihrlich von 
uns beschrieben’. 

Im zweidimensionalen elektrochromatographischen oder diskonti- 
nuierlichen ProzeB wird das Substanzgemisch sowohl in der horizon- 
talen oder elektrophoretischen als auch in der vertikalen oder chromato- 
graphischen Richtung gleichzeitig getrennt. Die wesentlichen Merkmale 
sind: 1. Teilchen, die sich auf derselben Bahn befinden, haben identische 
elektrophoretische Beweglichkeiten, 2. Teilchen, die sich auf verschie- 
dene Bahnen befinden, haben verschiedene elektrophoretische Beweg- 
lichkeiten, 3. Teilchen, die sich auf derselben Horizontale befinden, 
haben identische chromatographische Eigenschaften, und 4. im zwei- 
dimensionalen elektrochromatographischen ProzeB sind nur diejenigen 
Substanzen untrennbar, die gleichzeitig identische elektrophoretische 
Beweglichkeiten und untereinander identische Ry-Werte aufweisen. 

Eine zweidimensionale elektrochromatographische Trennung von 
SerumeiweiB wurde unseres Wissens in der Literatur noch nicht be- 
schrieben. Wenn die Trennung auf einer tiblichen Filtrierpapiersorte 
und in einer in der Praxis tiblichen Pufferlésung erfolgt, wird lings der 
Bahnen der EiweiBteilchen unmittelbar ersichtlich: 1., welche Teilchen 
unter den gegebenen Bedingungen in der vertikalen oder chromato- 
graphischen Richtung keine Adsorption am Filtrierpapier erleiden, 
2. welche Teilchen reversibel durch das Filtrierpapier adsorbiert und 
desorbiert, bzw. durch die Pufferlésung wieder eluiert werden und 


1W.Gra8mann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 37, 397 [1950]; diese 
Z. 292, 32 [1953]. 

2 KF. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 73, 4875 [1951]. 

3-H. H. Strain u. J.C. Sullivan, Analytic. Chem. 23, 816 [1951]. 

4 Z. Puéar, Croat. Chem. Acta 28, 195 [1956]. 
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somit ihren Ry-Wert an der Cellulose mehr oder weniger verringern, und 
schlieBlich 3., welche Teilchen irreversibe] von der Cellulose adsorbiert 
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Abb. 1. Seitenansicht der Apparatur 
fiir kontinuierliche Elektrophorese und 
zweidimensionale Elektrochromato- 
graphie. Baumaterial PVC. 


werden bzw. an der Cellulose haften 
bleiben und nicht mehr von der 
Pufferlésung ausgewaschen werden 
k6nnen. 

Damit wird auch die Frage 
der ,,Restextinktion‘‘® geklart, die 
bekanntlich bei der tiblichen photo- 
metrischen Auswertung der Strei- 
fenelektropherogramme Schwierig- 
keiten macht, und es wird ersicht- 
lich, wie das am Papier festhaf- 
tende Restprotein sich auf die ein- 
zelnen Fraktionen verteilt. 


Beschreibung der Versuche 
a) Die Apparatur 

Fiir die zweidimensionale elektro- 
chromatographische Trennung benutzen 
wir eine nach dem Grafmannschen 
Prinzip' mit Elektrodenspiilung ar- 
beitende, eigens konstruierte und ent- 
wickelte Apparatur fiir kontinuierliche 
Elektrophorese* (Abb. 1). Als Strom- 
quelle dient ein Gleichrichter von 100 
bis 1000 Volt und 50 mA. 

Bei der zweidimensionalen elektro- 
chromatographischen Trennung _ fiilt 
die Zufiihrvorrichtung fiir das konti- 
nuierlich zu trennende Substanzgemisch 
weg. Das Trennpapier ist 34 cm brei 
und 45 em hoch‘. 

b) Methodische Einzelheiten 

Puffer Na-Veronal, Na-Acetat und 
Salzsiure, py 8,60, Ionenstarke 0,024; 
Herstellung des Puffers: 33,75 g Na- 
Veronal, 27,00 g Na-Acetat-3 H,O, 22,9 
ecm l-n. HCl, dest. Wasser ad 151]: 
Papier Whatman Nr. 1. Spannung an 
den Elektroden 400 Volt, Stromstarke 
16 mA, Trennzeit 7,5—8,5 Stdn. 

ce) Ausfiihrung der zweidimen- 
sionalen elektrochromatographi- 
schen Trennung 


Das Filtrierpapier wurde trocken 


in die Apparatur montiert, als Elektrodenmembranen dienten Filtrierpapierstreifen 
(Whatman Nr. 1, 32x2cm). AnschlieBend wurde das Papier durch Kapillar- 


8A, Knapp u. H. Sieler, Z. ges. inn. Med. 8, 741 [1953]; W. GraBmann 


u. K. Hannig, Klin. Wschr. 32, 838 [1954]; J. Hardwicke, Biochem. J. 57, 166 


[1954]; C. A. J. Drabbe u. J. G. Reinhold, Analytic. Chem. 27, 1090 [1955]. 
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wirkung aus der Pufferwanne iiber Nacht mit der Pufferlosung befeuchtet. Unsere 
Konstruktion erlaubt, das Papier von auBen durch eine besondere Spannvorrich- 
tung nachtraglich gleichmaBig zu spannen*; das Papier dehnt sich namlich durch 
die Befeuchtung betrachtlich aus. Unmittelbar vor dem Einschalten des Stromes 
wurde die Elektrodenspiilung eingesetzt. Nach Einschalten des Stromes und Er- 
reichen des Gleichgewichtes wurden durch die geeignete |Zufiihréffnung etwa 
0,01 ccm des undialysierten Serums auf den Startpunkt gebracht. 


d) Farbung der Elektrochromatogramme 

Die von uns beschriebene Farbungsmethode mit Amidoschwarz® wurde 
wegen der GréB8e des zu farbenden Papiers etwas vereinfacht, da die photometrische 
Reproduzierbarkeit fiir die Abbildung der Bahnen iiberfliissig ist. Das lufttrockene 
Filtrierpapier wurde bei 105° getrocknet, mit Methanol bespriiht, getrocknet, 
gleichmaBig mit der Farblésung bespriiht (1 g Farbstoff in 100 ccm 10-proz. Essig- 
siure) und bei etwa 70—80° getrocknet. Der iiberfliissige Farbstoff wurde in einer 
photographischen Wanne mit 5-proz. Essigsiure bei 70—80° vom Papier ab- 
gewaschen und das Filtrierpapier an der Luft getrocknet. 
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Abb. 2. Abb. 3. 





= a 25 Abb. 2. Zweidimensionales Elektrochro- 
matogramm eines normalen humanen 
Serums. Von rechts nach links: Albumin, 
%-, %-, B- und y-Globuline. Die Bahnen 
der Fraktionen sind deutlich durch das 
abgelagerte Restprotein markiert. 


da 


Abb. 3. Zweidimensionales Elektrochro- 
matogramm eines pathologischen Serums 
(y-Plasmocytom). 


Abb. 4. Zweidimensionales Elektrochro- 

matogramm eines pathologischen Serums 

(Multiples Myelom). Von rechts nach 

links: Albumin, o%-, %-, By-, Bo-s Yy-s Ye 
Globuline. 


ee . Die Abbildungen wurden von der Redak- 
Re ad ’ tion nach den Originalphotos umge- 


zeichne‘,. 


ae 
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Abb. 4. 


° Z. Pucar, diese Z. 296, 62 [1954]; Acta Pharmac. Jugoslav. 4, 10 [1945]. 














244 Z. Puéar und M. Petek, Bd. 308 (1957) 


e) Zweidimensionale Elektrochromatographie einzelner humaner 
Seren und Diskussion 

Die Abbildung 2, 3 und 4 geben die Resultate der Trennung an drei Human- 
seren wieder. Wie die Abbildungen zeigen,werden Teile des EiweiBes, das hier als 
Restprotein bezeichnet sei, offensichtlich adsorptiv auf dem Filtrierpapier fest- 
gehalten, und zwar annahernd gleichmaBig auf allen Bahnen der EiweiBfraktionen. 
Es kénnte sich dabei z. B. um Denaturierungsprodukte handeln. In dieser Hinsicht 
konnten wir keinen wesentlichen Unterschied zwischen normalen und verschiede- 
nen pathologischen Seren wahrnehmen. Das iibliche Streifenelektropherogramm 
ist im wesentlichen die Projektion des gesamten Bildes eines zweidimensionalen 
Elektrochromatogramms auf die Horizontale y-Globulin-Albumin. Man kénnte 
aber auch annehmen, daB bei der Streifenelektrophorese das voraneilende Albumin 
den ihm folgenden Fraktionen den Weg durch Ablagerung seines Restproteins 
bahnt, so daf& besonders die «- und £-Globuline durch die Wanderung kleinere 
Verluste in Form von Restprotein erleiden. In jedem Fall wird aber das Rest- 
protein am Filtrierpapier adsorptiv zuriickgehalten. Diese ,,Schleppe“ hat Hard- 
wicke® durch Streifenelektrophorese eines reinen Albuminpraparates beobachtet, 
konnte aber, aus Mangel an Priparaten anderer Fraktionen, dasselbe bei den Globu- 
linen nicht feststellen. Durch Bildung des Restproteins fallen bei photometrischer 
Auswertung der Streifenpherogramme die Resultate fiir Albumin zu niedrig aus 
(5—10°%), und die der Globuline zu hoch (vgl. auch GraBmann und Hannig® 
und Hardwicke). Diese Ablagerung von Restprotein versuchten wir zu beein- 
flussen durch Anderung der Pufferkonzentration um das doppelte in beiden Rich- 
tungen, aber ohne Erfolg. 

Die ¢Globuline zeigten ausnahmslos eine bedeutend gréBere reversible 
Adsorption am Filtrierpapier (Ry 0,89) als alle anderen Fraktionen und relativ 
starkste Ablagerung des Restproteins. Durch Vergleich mit der Adsorption des 
Chlorphenolrots (Ry 0,88) ergab sich eine kleine reversible Adsorption des Serum- 
albumins am Filtrierpapier unter unseren Bedingungen zu Ry 0,95. 

Zweidimensionale Elektrochromatogramme zeigten ausnahmslos keine An- 
wesenheit von Proteinen mit Beweglichkeiten, die etwa zwischen den Beweglich- 
keiten der Hauptfraktionen liegen wiirden (vgl. dazu Kunkel und Tiselius’). 
Dies ist jedoch noch kein Beweis, daB Zwischenfraktionen nicht existieren, da sie 
durch Ablagerung ihres Restproteins und wegen ihrer relativ kleinen Konzen- 
tration schon am Anfang ihrer Bahnen erléschen kénnen. Die kontinuierliche Elek- 
trophorese, die frei von chromatographischen Effekten ist, zeigt dagegen die An- 
wesenheit von Zwischenfraktionen an. 

Photos: Aus dem Photolaboratorium des Instituts Ruder Boskovic¢. 


Zusammenfassung 

Die zweidimensionale Elektrochromatographie des Serums und die 
Merkmale dieser diskontinuierlichen Technik werden beschrieben. Wie 
die zweidimensionalen Elektrochromatogramme eines normalen und 
zweier pathologischer Seren zeigen, hinterlassen alle SerumeiweiBfrak- 
tionen sichtbare Bahnen auf dem Filtrierpapier, die aus Restprotein 
bestehen, das auf dem Filtrierpapier adsorptiv zuriickgehalten wird. 
Bei pu = 8,60 zeigen die EiweiBfraktionen eine kleine Adsorption an der 
Cellulose des Filtrierpapiers, die dem Adsorptions-Ry-Wert von 0,95 
entspricht. «,-Globuline zeigen mit dem Ry-Wert 0,89 eine etwas 
groBere Adsorption. Zwischenbahnen, die den Beweglichkeiten entspre- 
chen wiirden, die zwischen den Beweglichkeiten der Hauptfraktionen 
liegen, konnten nicht festgestellt werden. 


7H. G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 89 [1951]. 
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Summary 


The two-dimensional electrochromatography of serum is described 
and consideration is given to the special characteristics of this dis- 
continuous technique. The method is applied to the examination of one 
normal serum and two pathological sera. It is found that all serum 
protein fractions leave visible traces on the filter paper, the traces con- 
sisting of residual protein which is adsorbed on the latter. At pu 8.6 the 
protein fractions show a small adsorption on the cellulose of the filter 
paper corresponding to an adsorption Ry of 0.95. «,-Globulins show a 
somewhat higher adsorption with an Ry of 0.89. Intermediate traces 
which would correspond to mobilities between the mobilities of the main 
fractions were not detected. 
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Antimetabolitische Inaktivierung 
der anoxygenen Proliferationswirkung von Kochsaft 
aus tierischen und menschlichen Krebsgeschwiilsten 
in vitro 
Von 
F. Windisch, W. Nordheim, W. Heumann und B. Kroll 


Aus der Zellphysiologischen Abteilung (Leiter: Prof. Dr. F. Windisch) der Universitats-Hautklinik 
der Charité, Berlin (Direktor: Prof. Dr. Linser) und des Instituts fiir Medizin und Biologie der 
Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin (Président: Prof. Dr. Friedrich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1957) 


In Analogie zu vorangegangenen Hefeversuchen! laBt sich aus tieri- 
schen und menschlichen Krebsgeschwiilsten mittels kochenden Wassers 
ein Wirkstoff extrahieren?, der die auBergewohnliche Fahigkeit besitzt, 
den Zustand von anoxybiotisch induzierter Zytostase auf anoxygene 
Weise, d. h. ohne die Beteiligung von Sauerstoff, aufzuheben und an- 
abiotische Zellen® in kraftige Proliferation zu versetzen. Hemmungs- 
versuche in vitro mit 2.4-Dinitrophenol (DNP), woriiber hier berichtet 
werden soll, haben ergeben, daB sich das extrahierte anoxygenerative 
Energieagens durch antimetabolitische Einwirkung vollstandig in- 
aktivieren ]aBt. 

Bei der Versuchsdurchfiihrung gingen wir so vor, daB sauerstoff- 
freier Krebskochsaft, der aus verschiedenartigem Geschwulstmaterial] 
tierischer und menschlicher Herkunft gewonnen worden war, in Kontakt 
mit anabiotischen Testzellen gebracht wurde, wobei immer zwei Kulti- 
vierungsreihen parallel abliefen: 

a) ohne Zusatz von DNP, b) mit Zusatz von m/700-DNP. 

Nach 8- bis 10tagiger Dauer der antimetabolitischen Wachstums- 
sistierung wurde der Hemmstoff (Versuchsreihe b) wieder ausge- 
waschen und daraufhin die Proliferationsfaihigkeit der enthemmten 
Zellen festgestellt*. Als experimentellen Beleg fiihren wir in der nach- 
stehenden Tabelle eine begrenzte Anzahl vergleichender Testungen an, 
die zugleich fiir das Gesamtergebnis sprechen, da auch in allen tibrigen 
untersuchten Fallen keine Ausnahme von der reversiblen DNP-Hemm- 
wirkung in vitro aufgefunden werden konnte. 


1 F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, diese Z. 306, 195 [1956]; 
F. Windisch u. W. Nordheim, Experientia [Basel] 18, 155 [1957]. 

2 F. Windisch, H. Haehn, W. Heumann, W. Nordheim u. B. Kroll, 
Naturwissenschaften 44, 94 [1957]; F. Windisch, W. Heumann u. W. Nord- 
heim, Z. Naturforsch. 12b, 348 [195'/]. 

3 F. Windisch, H. Haehn u. W. Heumann, Arch. Geschwulstforsch. 
6, 64 [1953]. 

4 F. Windisch, W. Heumann u.H. Kerner, Naturwissenschaften 43, 
499 [1956]. 
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DNP-Hemmung der anoxygenen Proliferationswirkung von Krebskochsuft auf 
anabiotische Testzellen. 








: Anfangs- 7 ee 
Art des extrahierten Krebsmaterials Reaktions- zellen- Endzellen- 
medium 3 zahl/mm 
zahl/mm 
(0) 700 38 500 
Jensen-Sarkom (Ratte) (m) 500 unverand. 
(n 0) 1100 48 000 
(o) 800 33 000 
Walker-Carcinom (Ratte) (m) 700 unverand. 
(n 0) 1300 50 000 
(o) 500 28 000 
Solides Ehrlich-Ca (Maus) (m) 690 unverand. 
(n o) 1000 50 000 
(0) 700 30 000 
Magen-Ca (Mensch) (m) 800 unverand. 
(n o) 1200 52 000 
(0) 400 27 000 
Mamma-Ca (Mensch) (m) 500 unverand. 
(n 0) 900 51 000 
(0) 900 38 000 
Leber-Metastasen (Mensch) (m) 900 unverand. 
(n o) 1500 49 000 
(0) 600 42 000 
Gallenblasen-Ca (Mensch) (m) 700 unverand., 
(n o) 1000 50 000 
(0) 900 33 000 
Lungen-Ca (Mensch) (m) 800 unverand. 
(n 0) 1400 50 000 











(o) = ohne Zusatz von DNP 
(m) = mit Zusatz von m/700-DNP 
(no) = nach Auswaschen von DNP und aerober Weiterkultivierung 


Die Auswertung der Versuchsergebnisse hat iibereinstimmend 
ergeben, daB sich eine totale antimetabolitische Inaktivierung des aus 
Krebsgeweben extrahierten anoxyergonischen Wirkstoffes in vitro 
erreichen laéBt. Andererseits zeigt es sich, daB der DNP-Hemmeffekt 
reversibel und die Zellvermehrung nach Auswaschen des Antimetaboliten 
unabgeschwacht reaktivierbar ist. Durch die temporaire Wachstums- 
blockierung mittels DNP ist also weder eine Abtétung noch eine Schidi- 
gung der Testzellen erfoigt. 

Die in vitro demonstrierte Inaktivierbarkeit des aus tierischen und 
menschlichen Krebsgeschwiilsten extrahierbaren anoxygenerativen 
Wirkstoffes gewinnt noch dadurch onkologisch an Bedeutung, daB es 
uns bereits in vorangehenden carcinokolytischen Untersuchungen ge- 
lungen ist, den gleichen DNP-Hemmungseffekt in vivo hervorzurufen. 
Durch systematisch angelegte Tierexperimente konnten wir den Nach- 
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weis fiihren, daB hochvirulente Asciteskrebszellen (Maus) unter der Ein- 
wirkung von DNP ihr Wachstum ginzlich einstellen und zugleich ihre 
Malignitat dabei verlieren®. Bei Impftumoren (Ratte, Maus) ist es sogar 
in den meisten Fallen méglich, vollstaéndige Involution durch subcutane 
Einspritzung des gleichen Mittels herbeizufiihren, ohne da sekundire 
Organ- und Gewebeschadigungen auftreten®. 

Fir die Uberlassung von menschlichem Krebsmaterial danken wir den 
Herren Chefarzt Dr. med. Lotz, Oberarzt Dr. med. Bittner und Meister 
(Patholog. Institut des Hufeland-Krankenhauses Berlin-Buch) sowie den Herren 
Chefarzt Dr. med. Henkel und Oberarzt Dr. med. Dérner (Patholog. Institut 
des Stadt. Krankenhauses in Berlin-Buch). 


Zusammenfassung 


Ein aus Krebsgeweben extrahierbares, Energiereaktionen aus- 
losendes Agens bewirkt kraftige anoxygene Zellvermehrung (gleichsam 
O,-substituierend) ; es wird in vitro durch DNP-Einwirkung inaktiviert. 
Der Effekt ist reversibel nach Auswaschen des Antimetaboliten. Mit 
dem gleichen Hemmstoff DNP laBt sich aber auch, wie primar im Tier- 
versuch (Asciteskrebszellen, Impftumoren) festgestellt, das Krebs- 
wachstum in vivo inhibieren. Hieraus folgt, daB mit groBer Wahrschein- 
lichkeit zwischen Krebszellen, ergonischem Wirkstoff und Antimetabolit 
in Komplexion analoge Reaktionen vor sich gehen, wie sie bei Zusammen- 
bringen der einzelnen Komponenten in vitro nachgewiesen werden 
konnten. Durch die Feststellung der DNP-Inaktivierbarkeit der an- 
oxygenen Wachstumsreaktivierung durch Krebskochsaft ist anzu- 
nehmen, daB dieses noch unaufgeklirte Wirkungsphinomen mit einem 
Phosphorylierungsvorgang in Zusammenhang steht. 


Summary 


A biological agent, extracted from cancer tissue, has been found 
to induce vigorous anaerobic cell multiplication. The agent initiates 
energy-providing reactions and thus acts as a replacement for oxygen; 
it is inactivated in vitro by 2.4-dinitrophenol. The inactivation is 
reversible. 2.4-Dinitrophenol also inhibits cancerous growth in vivo as 
was shown in previous animal experiments with ascites tumour cells and 
transplanted tumours. It is very probable that reactions take place 
between cancer cells, 2.4-dinitrophenol and active substance which are 
analogous to those demonstrated between the individual components 
in vitro. The inactivation by 2.4-dinitrophenol of the growth reactivation 
produced by tumour extracts is thought to be connected with a phos- 
phorylation process. 


5 F. Windisch, W. Heumann u. H. Kerner, Z. ges. inn. Med. Grenz- 
gebiete 12, 89 [1957]. 

6 Gemeinschaftsarbeit von F. Windisch u. W. Heumann sowie von 
K. Linser u. H. Langer, Naturwissenschaften 42, 394 [1955]; F. Windisch, 
H. Haehn u. W. Heumann, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 12, 615 [1957]. 
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Taurin in der Netzhaut des Rindes 
Von 
Radovan Kubitéek und Antonin Dolének 


Aus dem Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit Direktor: Prof. Dr. F. Santa Vy und aus 
der Ophthalmologischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. V. Vejdovsk y) 
der Palacky Universitit Olomouc, Tschechoslowakei 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1957) 


Bei der Untersuchung der mit Athanol aus Netzhauthomogenaten 
des Rindes eluierbaren Stoffe konnten wir ziemlich groBe Mengen von 
Taurin isolieren, dessen Vorhandensein in der Netzhaut in der uns zur 
Verfiigung stehenden Literatur! nicht erwihnt wird. Unter der An- 
nahme einer etwa 50-proz. Ausbeute bei der Isolierung schitzen wir fiir 
die native Netzhaut einen Gehalt von 153 mg% und fiir die Trocken- 
substanz von 1270 mg%, bezogen auf einen Trockensubstanzgehalt der 
Netzhaut von 12,2%°. Es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten, 
die physiologische Bedeutung einer so hohen Taurinmenge in der Netz- 
haut aufzuklaren. 


In der Literatur konnten wir auch keine gesicherten Angaben iiber 
den in der Netzhaut des Rindes vorhandenen Gesamtschwefel® finden. 
Herrmann und Moses’ stellen in der nativen Netzhaut reduziertes 
Glutathion in einer Gesamtmenge von 48 bis 108 mg%, fest und in der 
letzten Zeit wurde von Weitzel und Mitarbeitern’ eine Cysteinzink- 
Komplexverbindung im Tapetum lucidum bei Carnivoren aufgefunden. 
Der Gehalt an Sulfatschwefel wird in der Netzhaut des Rindes mit 
122 mg% angegeben. Der von uns festgestellte Gesamtschwefel betragt 
105 mg% in der nativen Netzhaut und 895 mg% in der Trockensubstanz 
(Durchschnitt von 5 Bestimmungen). 


1 A. Pirie u. R. van Heyningen, Biochemistry of the Eye, S. 176—229 
Blackwell Sci. Publ., Oxford 1956. 

2 Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handb. d. physiolog. patholog. chem. Analyse, 
Bd. III./2, S. 1803, 10. Aufl., Springer, Berlin 1955. 

3 F. P. Fischer, Arch. Augenheilk. 107, 295 [1933]; Tabulae Biologicae, 
Oculus, Pars 2, 8. 99, J. Junk, Den Haag 1951. 

4 B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Physiologische Chemie, Bd. II./a, 
S. 864—948, Springer, Berlin 1956. 

5 R. W. J. Miller, Biochem. Z. 267, 43 [1933]. 

6° H. Herrmann u.S. G. Moses, J. biol. Chemistry 158, 33 [1945]; Tabulae 
Biologicae, Oculus, Pars 2, 8S. 101, J. Junk, Den Haag 1951. 

7G. Weitzel, E. Buddecke, A.-M. Fretzdorff, F. J. Strecker u. 
U. Roester, diese Z. 304, 1 [1956]. 
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Beschreibung der Versuche 


Die Versuche wurden mit pigmentepithelfreien Netzhaéuten aus enucleierten 
Rinderaugapfeln durchgefiihrt. Die Augapfel wurden sofort nach dem Schlachten 
in Eis gekihlt und die Netzhaéute innerhalb von 3 Stdn. nach der Tétung des 
Tieres bei Laborlicht ausprapariert und unverziiglich homogenisiert. Das Homo- 
genat wurde mit 95-proz. Athanol gut vermischt und 24 Stdn. lang extrahiert; 
dann wurde der feste Anteil vom Extrakt abzentrifugiert und erneut mit 65-proz. 
Athanol 24 Stdn. extrahiert. Die klaren Extrakte wurden getrennt verarbeitet. 

Nach dieser Methode wurden aus 150 Rinderaugapfeln von Tieren ver- 
schiedenen Alters 72 g Netzhauthomogenat gewonnen, das mit 200 ml 95-proz. 
Athanol und dann mit 140 ml 65-proz. Athanol extrahiert wurde. Die Extrakte 
wurden durch Destillation unter vermindertem Druck bei etwa 40° vom Athanol 
befreit und der war. Riickstand mit einem Chloroform-Athanol-(9 : 2)-Gemisch 
ausgeschiittelt (dieser Auszug wurde vorlaiufig nicht weiter verarbeitet). Die waB- 
rige Fraktion wurde auf einer Kationaustauscherkolonne (H®-Form) von Metall- 
kationen neutraler Amino- und Diaminosiuren befreit, Nach Einengen der so ge- 
reinigten Lésung fielen lange Nadeln aus (110 mg), die abgesaugt, mit Athanol 
gewaschea und aus heiBem Wasser und Athanol umkristallisiert, 70 mg langer 
farbloser Nadeln vom Schmp. 327°* ergaben. Die Substanz war metallfrei, ent- 
hielt aber Stickstoff und Schwefel. ; 

Der Misch-Schmelzpunkt mit authent. Taurin (Schmp. 328°)§ war ohne 
Depression. Auch die Papierchromatographie® erwies die Identitaét mit Taurin. 


C,H,O,NS (125,15) Ber. C 19,28 H5,64 N 11,19 S 25,60 
Gef. C 19,46 H5,70 N 10,96 S 25,53 


Die Elementaranalyse wurde im Institut fiir organische Chemie der Tschecho- 
slowakischen Akademie der Wissenschaften in Prag durchgefihrt. 

Herrn Professor Dr. F. Santavy sind wir fiir seine konstruktive Kritik und 
seine wertvolle Hilfe bei dieser Arbeit zu gré8tem Dank verpflichtet. Unser Dank 
gehért auch Herrn Professor Dr. V. Vejdovsky fiir das uns bei dieser Arbeit be- 
wiesene wohlwollende Interesse. Der Verwaltung des stadt. Schlachthauses in 
Olomouc sprechen wir fiir die Uberlassung des zur Arbeit bendtigten Materials 
unseren verbindlichsten Dank aus. 


* Auf dem Kofler-Block bestimmt. 

8 ©. D. Hodgemann, Handbook of Chemistry and Physics, S. 1054, 
30. Auf]., Cleveland, Ohio 1948. 

® H. Kirby-Berry, H. E. Sutton, L. Cain u. J. 8. Berry, Univ. Texas 
Publ. 5109, 22 [1951]; I. M. Hais u. K. Macek, Papirové chromatografie, S. 188, 
CsAV, Prag 1954. 
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Uber den Abfall der veresterten Fettsiuren nach Insulin 
Von 
W. Appel und H. Keuer 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Kiel; Direktor: Prof. Dr. med. H. Reinwein 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1957) 


Nach den Untersuchungen von Leupold und Mitarbb.! iiber die 
BeeinfluBbarkeit der Serumlipoide durch den unspezifischen Reiz einer 
schmerzhaften, intracutan gesetzten Quaddel von destilliertem Wasser 
konnte die Vermutung aufkommen, daB die 1954 von Appel und 
Hansen? beschriebenen Beobachtungen iiber eine spezifische (unmittel- 
bare) Insulinwirkung auf die veresterten Fettsiuren, insbesondere die 
Neutralfette des Blutes ebenfalls auf unspezifischen Einwirkungen 
beruhten. Deshalb wiederholten wir die damaligen Untersuchungen 
iiber das Verhalten der veresterten Fettsiuren des Blutes nach Insulin- 
gaben unter EinschluB der Anwendung der unspezifischen Reize einer 
Injektion von 0,1 cem Aqua dest. i. c. bzw. von irreversibel denatu- 
riertem Insulin s. e. 


Methodik 


Bei 5 Versuchsgruppen von je 15 bis 23 Leichtkranken verschiedenen Alters 
und Geschlechts wurden die veresterten Fettsiuren des Serums morgens niichtern 
bzw. 30, 60 und 120 Min. spater einerseits nach Injektion von 0,1 cem Aqua dest. 
intracutan bzw. 0,5 ccm der Lésung eines irreversibel denaturierten Insulins, 
andererseits nach Gabe von 0,05, 0,075 und 0,1 E Insulin pro kg Gewicht s. c. 
bestimmt. Bei einer weiteren Versuchsgruppe wurde die Analyse der veresterten 
Fettséuren ohne jegliche Reizanwendung, auBer der der Blutabnahme, in den 
gleichen Zeitabstiénden vorgenommen. 

Wie friiher wurden die veresterten Fettsiuren nach der von uns etwas modi- 
fizierten Methode? von Bauer und Hirsch? bestimmt. Eine sehr wesentliche Vor- 
bedingung fiir gleichmaBige Analysenergebnisse ist die absolute Wasserfreiheit 
des verwendeten Athers und Alkohols. Ferner darf das benutzte weiBe Eisenper- 
chlorat nur relativ kurze Zeit nach Offnung der Packung gelagert werden. Zur Er- 
mittlung der Eichkurve wurde wie frither ein analysenreines Praparat von Palmitin- 
siure-methylester verwendet. Die Fehlerbreite bei den Wiederauffindungsver- 
suchen betrug —9%. o = + 3,2, e«= 0,8. Die Streuung bei mehrfacher Be- 
stimmung belief sich auf + 4,8% (o = + 4,8; « = 0,9). 


I. Das Verhalten der veresterten Fettsiuren 
nach Anwendung unspezifischer Reize 


Wie die Tabelle unter a)—c) und Abb. 1 zeigen, fallen die ver- 
esterten Fettsiuren bei den Versuchsgruppen, bei welchen unspezifische 


1 F. Leupold, H. Bittner u. F. Portwich, Klin. Wschr. 34, 1020 [1956]; 
F. Leupold u. H. Biittner, ebenda 34, 1088 [1956]. 

2 W. Appel u. K. J. Hansen, diese Z. 297, 49 [1954]; Z. exper. Med. 122, 
258 [1953]; 124, 345 [1954]. 

3 F.C. Bauer, jr. u. E. F. Hirsch, Arch. Biochem. Biophysics 20, 242 [1949]. 








252 W. Appel und H. Keuer, 











Bd. 308 (1957) 


Reize angewandt wurden, in einem Teil der Fille gering ab, in einem 
anderen, etwas kleineren Anteil kommt es zu einem geringen Anstieg, 
d. h. es wurden ahnliche Bewegungen im Bestand der veresterten Fett- 
siiuren festgestellt, wie sie Leupold und Mitarbb.! beim Plasmal 


bzw. bei den Phosphatiden fanden. 


Abweichung vom Niichternwert in mAquiv. Palmitinsiure-methylester. 


a)—d) bei unspezifischen Reizen, d)—f) bei subcutaner Injektion von Insulin, 
f) 0,1 E pro kg Gewicht. 


und zwar d) 0,05 E, e) 0,075 E, 









































30 60 120 Min. p. i. 
a) Injektion von 0,1 Aqua dest. s. ¢. 
“Sy 2 | RE A ae eae an ee — 0,09 — 0,25 — 0,07 
We ee aekig es 6 a es ee? ce ee Pp ye oe - 0,38 | 0,56 + 0,68 
Be eee ee tenets Oe ne 0,09 6,13 0,15 
7 _ | ROS eth Fogg Oi a he ge Se 0,15 
SP dadenrucbresa th wines ate 0,9 
b) Nur Blutentnahme 
a | eee en ee eet eee ee — 0,06 — 0,09 — 0,21 
Te ae en ee ee + 0,56 + 0,42 + 0,62 
be ak eat eski ate Bs 0,14 0,16 0,16 
c) Denaturiertes Insulin 
nas | | er eee ts ee 047 — 0,24 —0,17 
Die eet emorls fits os. Sharda iel + 0,36 + 0,48 + 0,38 
poet Pom eae atens” Ssarsas 0,10 0,13 0,11 
d) 
ORS al Gis eR) Bs Wien foxes — 0,54 — 0,67 — 0,66 
Pie: Gee aise eels oe + 0,39 -+ 0,54 + 0,64 
Pe er ey Te een oe ee eee 0,09 0,12 0,14 
mD zu 0,1 Aquadest........ 0,13 0,17 0,21 
t zu 0,1 Aqua dest. ee 3,5 2,5 2,8 
e) 
IB cae 4 ps es, Sous we: 072 —1,01 — 1,06 
Scioto tee a eee SS haa es 5. + 0,59 + 0,62 -+ 0,94 
ee SS hee ee ee : 0,14 0,14 0,21 
mD zu0,05 EInsulin...... : 0,17 0,22 0,26 
t 20,05 EInsulin. ....... 1,1 1,5 1,6 
f) 
re ee ee — 1,02 — 1,33 — 1,26 
ORE SAE a an + 0,48 + 0,71 + 0,96 
Pas SRS eT! 3 sees Me 0,09 0,15 0,19 
a zu 0,075 EInsulin ..... 0,17 0,21 0,29 
tzu 0,075 EInsulin. ...... Ey 1,4 0,9 
mD 720,05 EInsulin...... 0,13 0,21 0,23 
tzu0,05 EInsulin ....... 3,6 j 
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Abfall der veresterten Fettsauren nach Insulin 


253 


Im Durchschnitt ergibt sich bei den Versuchspersonen, bei welchen 
nur unspezifische Reize angewandt wurden, ein Abfall der veresterten 
Fettsiuren zwischen 0,1 und 0,25 mAquiv. Palmitinsiure-methylester, 


also ein geringes Absinken der 
veresterten Fettsiuren im _niich- 
ternen Zustand, wie es auch schon 
Seckfort? fand. Die vorhandenen 
Bewegungen im Laufe der Beob- 
achtungszeit lassen sich aber nur 
graphisch darstellen, Bei statisti. 
scher Berechnung besteht zwi- 
schen den ermittelten Durch- 
schnittswerten kein Unterschied. 
Wesentlich erscheint uns die 
Tatsache, daB auch von Versuchs- 
gruppe zu Versuchsgruppe, welche 
jeweils unspezifische Reize erhiel- 
ten, kein Unterschied sowohl in 
den Auf- und Abbewegungen der 
veresterten Fettsiuren, also auch 
hinsichtlich der fiir die gewahlte 
Versuchszeit berechneten Durch- 
schnittswerte vorhanden ist. 


II. Das Verhalten der ver- 
esterten Fettsiuren nach 
Gabe von Insulin 


Wie sich aus der Tabelle 
unter d)—f) ergibt, kommt es in 
Ubereinstimmung mit den 1954 
ver6ffentlichten Versuchen nach 
0,05 E Insulin pro kg Gewicht s. ce. 
zu einem Absinken der veresterten 
Fettsiuren (bei 30 Min. im Durch- 
schnitt um 0,55, bei 60 Min. im 
Durchschnitt um 0,67 mAquiv. 
Palmitinsiure-methylester). Dieser 
Unterschied gegeniiber dem Ver- 
halten nach den unspezifischen 
Reizen ist mit t = 3,4 statistisch 


mA Palmitinsauremethylester —— 














L PED RS ees ees 
0 30 60 90 120 
Min. —— 
Abb. 1. Verhalten der veresterten Fett- 
sduren bei Anwendung unspezif. Reize. 
a) Leerversuche (nur Blutabnahme), 
b) 0,1 com Aqua dest., subcutan, 
c) 0,5 cem denaturiertes Insulin, intra- 
cutan, bestimmt in mAquiv. Palmitin- 
siure-methylester beim Eingriff (x), 30, 
60 und 120 Min. spater. 


gesichert. Wie wir 1954 zudem zeigten, tritt dieser Abfall der ver- 
esterten Fettsiuren schon bei einer Insulindosis ein, bei welcher noch 
keine Wirkung auf den Blutzucker nachweisbar ist. 


4H. Seckfort u. E. Andres, Klin. Wschr. 34, 548 [1956]. 
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Abb. 2. Wie Abb. 1 bei subcutaner Injek- 
tion von a) 0,05 E, b) 0,075 E, c) 0,1 E 


Insulin/kg Gewicht. 


W. Appel und H. Keuer, 
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Ferner ergibt sich aus der 
Tabelle d)—f), daB der Abfall 


der veresterten Fettséuren in 
dem von uns untersuchten Dosis- 
bereich im Gegensatz zu dem un- 
charakteristischen Verhalten der- 
selben nach Anwendung unspezi- 
fischer Reize  geradlinig mit 
steigender Inslindosis zunimmt. 
Diese Zunahme des Abfalles bei 
steigender Insulindosis ist aller- 
dings wegen der Gr6Be der 
Streuung (siehe Abb. 2) nur 
zwischen -der Gruppe, welche 
0,05 und 0,1 E Insulin erhielt, 
statistisch gesichert. Die Gruppe, 
welcher 0,075 E gegeben wurde, 
unterscheidet sich nur in den 
Mittelwerten. 


Die jetzigen Ergebnisse be- 
statigen demnach unsere friihe- 
ren Feststellungen, daB eine 
statistisch gesicherte Beziehung 
zwischen Insulindosis und In- 
sulinwirkung auf die verester- 
ten Fettsiuren des Blutes_be- 
steht. 


Leupold und Mitarbb.! fanden 
in ihren Versuchen kein Verhaltnis 
zwischen Dosis der von ihnen ver- 
wandten Hormone und Wirkung auf 
die Phosphatide bzw. das Plasma 
des Blutes. In den Untersuchungen 
von Adlersberg, Schaefer und 
Dritsch® wurde aber schon fest- 
gestellt, daB die Phosphatide keines- 
wegs gleichlaufend mit den von uns 
untersuchten veresterten Fettsauren 


bzw. den Neutralfetten, welche wir in den friiheren Untersuchungen durch Berech- 
nung abgrenzten, reagieren. 


Besprechung der Ergebnisse 


Ahnlich wie Leupold und Mitarbb.! beim Plasmal bzw. beim 
Lipoidphosphor fanden auch wir bei Anwendung unspezifischer Reize 
wie auch im Leerversuch (d.h. wenn nur die Blutabnahme als Reiz 


5 D. Adlersberg, L. E. Schaefer u. R. Dritsch, J. clin. Endocrinol. 10, 
84 [1950]. 
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wirkte) sowohl ein geringes Abfallen als auch geringes Ansteigen der 
veresterten Fettsiuren. Bei durchschnittlicher Berechnung der Schwan- 
kungen der veresterten Fettsiuren ergibt sich waihrend einer 2stdg. 
Beobachtungszeit ein statistisch allerdings nicht signifikanter Abfall 
um 0,1 bis 0,25 mAquiv. Palmitinsiure-methylester, mengenmabige 
Veranderungen, wie sie auch schon Seckfort* beschrieb. 

Ein Unterschied im Verhalten der veresterten Fettsiuren bei der 
Anwendung der verschiedenen unspezifischen Reize war nicht nach- 
zuweisen. Ks ist daher fraglich, wieweit die eingetretenen Schwankungen 
im Bestand der veresterten Fettsiuren tiberhaupt eine Folge der an- 
gewandten duBeren Reize sind oder nicht vielmehr eine Antwort auf 
zufallige innere Reize darstellen. 

Im eindeutigen Gegensatz zu diesem indifferenten Verhalten bei 
unspezifischen Reizen sinken die veresterten Fettsiuren, in Bestatigung 
unserer friiheren Befunde, bei Insulingaben in Abhangigkeit von der 
angewandten Dosis in statistisch gesichertem AusmaB ab. Ein statistisch 
gesicherter Abfall erfolgt schon nach Anwendung einer Insulindosis 
(0,05 E pro kg Gewicht s. c.), bei welcher der Blutzucker, wie in den 
friiheren Untersuchungen gezeigt wurde, noch keinen Abfall aufweist. 


Die erneut gezeigte Dosisabhangigkeit des Abfalls der veresterten 
Fettsaéuren nach Insulinanwendung bestatigt unsere friihere Annahme, 
da8 das nach Insulin erfolgende Absinken der veresterten Fettsiuren 
durch die Insulinwirkung selbst entsteht und nicht durch unspezifische 
Einwirkungen zustande kommt. Da ferner das Abfallen der veresterten 
Fettséuren schon bei einer Insulindosis einsetzt, welche noch keine 
Wirkung auf den Blutzuckergehalt aufweist, liegt die Annahme nahe, 
daB diese bei einer Dosis von 0,05 E Insulin schon einsetzende Senkung 
der veresterten Fettsiéuren durch einen unmittelbaren, d.h. von den 
energetischen Vorgingen im KH-Stoffwechsel unabhingigen Insulin- 
effekt entsteht, welcher, wie wir dies schon friiher darstellten, wahr- 
scheinlich tiber die Membranwirkung des Insulins (letzte zusammen- 
fassende Darstellung siehe bei Stadie®) zustande kommt. 


Zusammenfassung 


In Bestitigung friiherer Untersuchungen fanden wir nach Gaben 
von Insulin einen von derjeweils angewandten Insulindosis abhangigen 
Abfall der veresterten Fettsiuren des Blutes, wihrend bei Anwendung 
unspezifischer Reize, wie sie Leupold und Mitarbb. benutzten, die 
veresterten Fettsiuren des Blutes nur indifferente und bei statistischer 
Berechnung nicht unterschiedliche Schwankungen geringen Grades 
aufwiesen. 

Der Abfall der veresterten Fettsiuren des Blutes setzt schon bei 
einer Insulindosis ein, welche, wie in den friiheren Untersuchungen 

6 W. C. Stadie, Diabetes 5, 263 [1956]. 
17* 











256 Abfall der veresterten Fettsiuren nach Insulin Bd. 308 (1957) 


mehrfach iiberpriift wurde, noch keine Wirkung auf den Blutzucker 


aufweist. 

Wie friiher muB nach den erneuten Untersuchungen angenommen 
werden, daB auBer der schon bekannten indirekten, d.h. tiber den 
Stoffwechsel vermittelten Insulinwirkung auf die Blutfette, auch eine 
unmittelbare, von Stoffwechselvorgingen unabhingige Insulinwirkung 
auf den Lipidgehalt, insbesondere die Neutralfette des Blutes besteht 


Summary 


The administration of insulin has been found to produce a reduction 
in the level of the fatty acid esters in the blood, the reduction being 
proportional to the size of the dose. The results are in accordance with 
previous observations. The use of non-specific irritants, as employed by 
Leupold and co-workers, produces only slight variations which are 
non-specific and statistically insignificant. 

The reduction of the fatty acid ester level of the blood commences 
with an insulin dose which is too small to have any effect on the blocd 
sugar, as shown in previous observations. The present results indicate 
that insulin exerts a direct effect on the lipid level and, in particular, on 
the neutral fat of the blood. This effect, which is independent of the 
metabolic processes, is supplementary to the indirect influence of 
insulin on the lipids through the metabolism. 
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Uber Zusammensetzung und Eigenart der Glutenine 
in Getreidemehlen 


(I. Mitteilung iiber Samenproteine) 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Renate Mindemann 
unter Mitarbeit von Christa Sigrist 
Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg (Bodensee) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. April 1957) 


Die Glutenine bilden neben den Prolaminen die Hauptbestandteile 
des KlebereiweiBes oder Glutens in den Mehlen aus Getreidesamen, 
also des nicht mit Wasser oder Neutralsalzlésungen extrahierbaren 
Proteinanteils!. Wahrend die Prolamine (Gliadin aus Weizen und Roggen, 
Hordein aus der Gerste) durch hochprozentigen Alkohol gelést werden, 
waren nach den alteren Literaturangaben? die verbleibenden Glutenine 
dadurch gekennzeichnet, daB sie erst durch verdiinnte Lauge in Lésung 
iibergefiihrt werden konnten, durch ein Verfahren also, bei dem die 
Gefahr sekundarer hydrolytischer Veranderungen besteht®. Fiir Unter- 
suchungen tiber die Frage nach der Individualitét, der Eigenart der 
Glutenine, die vielfach gestellt wurde’, sowie nach der Einheitlichkeit 
der so erhaltenen Gluteninfraktionen erscheint daher diese Darstellungs- 
weise wenig geeignet. 

Die Beobachtung, daB die Léslichkeit von Samenproteinen durch 
die Mitwirkung reduzierender Substanzen betrachtlich erhéht werden 
kann5, hat es dann erlaubt, am Beispiel der Gerste zu einem schonenden 
Verfahren der Isolierung der Gluteninfraktion zu gelangen, das in der 
Anwendung von hydrogensulfithaltigem Isopropylalkohol auf das durch 
ersch6pfende Extraktion mit Kaliumsulfat und 60-proz. Isopropyl- 
alkohol von Albuminen, Globulinen und Prolaminen befreite Gersten- 


1 Zufolge T. B. Osborne, J. Amer. chem. Soc. 17, 539 [1895]. 

2 Vgl. z. B. F. A. Csonka u. D. B. Jones, J. biol. Chemistry 82, 17 [1929]; 
H. Liiers, Die wissenschaftlichen Grundlagen von Malzerei und Brauerei, Verlag 
Hans Carl, Niirnberg 1950, S. 22. 

3 Vgl. M. J. Blish u. R. M. Sandstedt, J. biol. Chemistry 85, 195 [1929]; 
E. Barbu, J. Lessiau u. M. Macheboeuf, Bull. Soc. Chim. biol. 31, 1254 [1949], 
sowie die neueren Beobachtungen von B. F. Folkes u. E. W. Yemm, Biochem. J. 
62, 4, u. zwar S. 7 [1956]. 

4 Siehe dazu A. G. McCalla u. Mitarbb., Canad. J. Res. 12, 346 [1935]; 16, 
483 [1938]; 20, 130 [1942]; R. C. Rose u. I. Anderson, ebenda 14, 109 [1936]; 
KE. Urion, G. Lejeune u. M. Fronsacq-Collin, ebenda 38, 120 [1951]; G. Le- 
jeune, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 284, 1800 [1952]. 

5 J. F. Foster, J. T. Yang u. N. H. Yui, Cereal Chem. 27, 477 [1950]; 
R. H. de Deken u. A. Mortier, Biochim. biophysica Acta 16, 354 [1955]; 
R. H. de Deken u. M. de Deken-Grenson, ebenda 16, 566 [1955]; s. dazu auch 
L. R. Bishop, Thesis, Birmingham 1939; B. Sullivan, M. Howe, F. D. Schmalz 
u. G. R. Astleford, Cereal Chem. 17, 507 [1940]; H.S. Olcott, L. A. Sapirstein 
u. M. J. Blish, ebenda 20, 87 [1943]; I. Hlinka, ebenda 26, 307 [1949]. 
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mehl besteht®. Wie wir gefunden haben, lift sich die Gluteninfraktion 
aus solchen hydrogensulfithaltigen Lésungen durch Zusatz von Iso- 
propylalkohol zu einer Konzentration von 90% wieder ausfallen und 
durch nochmalige Lésung in 60-proz. Isopropylalkohol, welche wiederum 
den Zusatz des Reduktionsmittels erfordert, und Wiederausfillen 
reinigen; wir erhielten so aus 500 g Weizen-, bzw. Roggen-, bzw. Gersten- 
mehl 5,2, bzw. 3,1, bzw. 4,6 g gereinigtes Glutenin. Die losende Wirkung 
des Reduktionsmittels beruht dabei, ahnlich wie bei den Keratinen’, 
wie schon mehrere Autoren® festgestellt haben, auf der reduktiven 
Sprengung von Disulfidbindungen im Glutenin; es werden namlich 
hierdurch Sulfhydrylgruppen gebildet. 

An den so gereinigten Gluteninpriparaten aus Gerste, Weizen und 
Roggen haben wir quantitative. Bausteinanalysen durch Chromato- 
graphie an Staérke nach Stein und Moore® durchgefiihrt, deren Er- 
gebnisse Tab. 1 zeigt. 


Tab. 1. Bausteinanalysen der Glutenine aus Gerste, Weizen und Roggen (Angaben 
bedeuten g Aminosiaure in 100 g Protein). 

















ae Glutenin aus 
Aminosaure 
Gerste | Weizen | Roggen 

(Glaus. Fs SSS Se 4,5 3,0 2,2 
eeeeitaaws hc tats Gos ONG IG- 2 3,8 3,9 2,8 
Ws gh bys aietesle: kei raiiegs 2.2 5,5 5,0 
LAD eae ee eee Gee 6,8 6,3 6,2 
MM Sg Sa) ROR a 6,2 7,0 5,6 
WR See Sed Ss Se SS ee 5,0 rs Ff 3,6 
fi TSS: ee ae ee a 2,2 2,9 1,3 
Col (14 Sey ey eee 2,9 3,6 0,9 
Methionin. ...... he re 1,8 0,8 2,2 
Phenylalanin ....... 5.7 OL 3,4 
oe TS a SE ie serra te Sat el 3,7 5,4 4,5 
PAD Sa ASY 440 gs. Pe 13,6 9,3 7,4 
Asparaginsiure ....... 3,0 5,1 2,4 
Glutaminséure. ....... phe 38,0 35,7 25,7 
ye eae 2.7 0 1,8 
Mapanins, a She os on ee, 2,0 1,8 4,2 
SeN EN OTL WI HS AYRE ie 1,6 4,5 1,5 
MINEMINE. 2 oot) cles ocx s & . 3,6 a 27 

| 1093 | 105,3 83,4 





* Der auf Alanin und Glutaminsiure entfallende Stickstoff wurde mit Riicksicht auf die 
unzulingliche Trennung in der Stirkesiule gemeinsam gemessen(vgl. den Versuchsteil); die Einzel- 
anteile der beiden Aminosiuren wurden auf Grund der vorliufigen, als wahrscheinlich anzusehenden 
Annahme errechnet, daB jeweils 4,0% vom Gesamtstickstoff des Hydrolysats auf Alanin entfallen. 


6 R. Lontie, J. Rondeletu.J. Dulcino, Europ. Brew. Conv., Proc. Congr. 
1953, S. 33. 

7 J. W. Pence u. H.S. Olcott, Ceral Chem. 29, 292 [1952]; H. de Deken 
u. Mitarbeiter, 1. c.5. 

8 Vgl. D. R. Goddard u. L. Michaelis, J. biol. Chemistry 106, 605 [1934]; 
112, 361 [1935]. 

9 W.H. Stein u.S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 336 [1948]; S. Moore 
u. W. H. Stein, ebenda 178, 53 [1949]. 
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Wie die Tabelle zeigt, ist den drei Gluteninen gemeinsam ein sehr 
hoher Gehalt an Glutaminséure sowie ein hoher Gehalt an Prolin; sie 
sind hierin den alkoholléslichen Prolaminen der drei Getreidearten ver- 
wandt!°; derGehalt an Asparaginsiaure tritt gegeniiber dem an Glutamin- 
siure sehr stark zuriick, auch die Beteiligung der basischen sowie der 
schwefelhaltigen Bausteine ist verhaltnismaBig unbedeutend. Dies ent- 
spricht im wesentlichen auch den Befunden, welche J. W. Pence und 
Mitarbb.™ fiir die Zusammensetzung des Weizenglutens, also des 
Gemisches von Glutenin und Prolamin, auf Grund mikrobiologischer 
Methodik ermittelt haben. 


Zur Frage nach der Eigenart der Glutenine neben den anderen 
EiweiBfraktionen aus Getreide scheint die Endgruppenanalyse bei- 
spielsweise kein sicheres Urteil zu erlauben: Nach noch unverdffent- 
lichten Versuchen mit E. Reicheneder ergibt nimlich die Bestimmung 
der amino-endstandigen Aminosdéuren nach Sanger fiir alle vier ge- 
priften EiweiBfraktionen aus der Gerste, die Albumin-, die Globulin-, 
die Prolamin-}2 und die Gluteninfraktion, iibereinstimmend Glutamin- 
siure als amino-endstandigen Baustein. Fiir die Beurteilung der Frage 
nach der Eigenart der Glutenine auf Grund der Bausteinanalyse hat 
man bei einem Vergleich mit den bisher durchgefiihrten Analysen 
der anderen Eiweibfraktionen weiterhin zu bedenken, daB_beispiels- 
weise unter den am eingehendsten untersuchten Proteinen der Gerste 
die Albuminfraktion aus mindestens zwei}’, die Globulinfraktion aus 
vier!4 und die Prolamin- oder Hordeinfraktion aus fiinf!* elektro- 
phoretisch unterscheidbaren Einzelkomponenten sich zusammensetzt, 
fiir deren Aminoséurezusammensetzung man entsprechend der ver- 
schiedenen Ladung Unterschiede in der Beteiligung z. B. der ba- 
sischen und der elektronegativen Bausteine erwarten sollte; auch die 
Gluteninfraktionen, die wir untersucht haben, diirften wohl noch aus 
verschiedenen Komponenten zusammengesetzt sein. Die Frage, ob 
nicht etwa die Gluteninfraktionen durch Denaturierung gebildete, 
unlésliche Abkémmlinge von Proteinen aus anderen Fraktionen 
darstellen, beispielsweise aus der Gruppe der ihnen in der Zu- 
sammensetzung ahnlichen Prolamine, ist also noch nicht mit Sicher- 
heit zu entscheiden. Immerhin zeigt der Vergleich der bisher fiir die 
yesamtfraktionen aus Gerste wie fiir einige ihrer Einzelkomponenten 
vorliegenden Analysenergebnisse, wie er in Tab. 2 fiir den Gehalt an 
10 Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. H. Brutscheck, Brauwissenschaft 8, 
278 [1955]. 

Fn 7 W. Pence, D. H. Mecham, A. H. Elder, J. C. Lewis, N. 8. Snell 
u. H.S. Olcott, Cereal Chem. 27, 335 [1950]. 

12 Siehe dazu auch die Befunde von G. Biserte, M. Dautrevaux u. 
R. Scriban, Europ. Brew. Conv., Proc. Congr. Baden-Baden 1955, 8S. 355. 

13 G, Biserte u. R. Scriban, Bull. Soc. Chim. biol. 32, 959 [1950]. 

14 OQ. Quensel, Untersuchungen iiber Gerstenglobuline, Thesis Universitat 
Uppsala 1942. 
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einigen als charakteristisch anzusehenden Aminosduren angefiihrt ist, 
in keinem Falle eine durchgehende oder auch nur angeniherte Uber- 
einstimmung in der Zusammensetzung. Die in der Tabelle wiedergege- 
benen Werte fiir die Gesamtfraktionen der Gerste (Albumin, Globulin, 
Hordein) sind den Angaben von Waldschmidt-Leitz und Brut- 
scheck?®, die fiir das 8-Globulin den Angaben von Jensen entnom- 
men, wahrend die Werte fiir die Zusammensetzung der bei der Elek- 
trophorese am raschesten («-Hordein) und der am langsamsten wan- 
dernden Hordeinkomponente (w-Hordein), welche beide der Menge 
nach je etwa ein Drittel des Gesamthordeins betragen, demnachst 
zu ver6ffentlichenden Versuchen von E. Waldschmidt-Leitz und 
H. Brutscheck entstammen. 


Tab. 2. Aminosaéureanalysen von Glutenin- und anderen EiweiBpraparaten aus 
Gerste (Angaben bedeuten g Aminosiure in 100 g Protein). 



































e #6 #4 --B #4 rdei 
Aminosaure zs A sz | oe | a3 aaa 
D se 4 ae ge a- | w- 
C2 co, pec eran ee 4,5 5,6 4,9 4,2 il 2,0 1,5 
ES ce eee eee ee 3,8 —** | —** 6,5 | —** | —** | —** 
Li ea RR aati 5,0 7,3 6,1 4,3 1,8 4,4 1,5 
PMR See, oe ee 2,2 4,0 4,7 5,9 2,3 5,3 ey 
eT er 2,91 1,8 48 | 94] 1,7] 1,2] 2,4 
rr 1,8 2,1 1,6 3,2 1,4 “ = 
Ns SEs. ae Sie 13,6 3,7 5,6 | 13,3 | 24,1 | 15,8 | 23,7 
Asparaginsfure ..... 3,0 | 14,6 10,3 8,8 1,6 4,5 Zo 
Glutaminséure. ..... 38,0 | 22,3 29,3 | 17,8 | 46,9 | 39,5 | 55,0 
Seppe ae oe et Rees oS 2,7 5,5 3,5 2,1 2,6 1,6 0,9 
a a eee ae 2,0 6,3 11,9 2,7 af 3,4 1,3 
POOR 2s odie. Scrat ao 1,6 2,1 2,3 yy 0,9 2,2 1,5 
Ammoniak ....... 3,6 2,1 1,5 2,5 4,7 2,4 3,5 
* Vgl. die Bemerkung zu Tab. 1. 
** Alanin und Glutaminsiure zusammen bestimmt. 


Der Vergleich der Analysenergebnisse rechtfertigt die Annahme, dal} 
den Gluteninen der Getreidearten auch ihrer Zusammensetzung nach 
eine Sonderexistenz neben den drei anderen Gruppen von Proteinen 
zukommt. Wir sind damit beschaftigt, im Rahmen eines gréBeren 
Arbeitsprogramms das elektrophoretische Verhalten auch der Glutenine 
zu priifen und dann eine vergleichende Bausteinanalyse aller Protein- 
Einzelkomponenten, zunichst in der Gerste, durchzufiihren; erst dann 
wird sich eine Entscheidung dariiber treffen lassen, ob und welche 
genetischen Beziehungen zwischen Gluteninkomponenten und solchen 
anderer Proteingruppen bestehen. 





15 R, Jensen, Acta chim. scand. 6, 771 [1952]. 





es | 


AE) TD 


me et bh hy 


Ss 








Bd. 308 (1957) Samenproteine I 261 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung der Glutenine: Die Abtrennung der Albumin-, der Globu- 
lin- und der Prolaminfraktionen aus den Getreidemehlen erfolgte im wesentlichen 
nach dem Vorgehen von Osborne’, 

500 g Gerstenmehl, enthaltend 11,60g N,, entspr. 2,32% (25,14mg:2,91 ccm 
n/70-H,SO, nach Kjeldahl), bzw. 500 g Weizenmehl, enthaltend 14,75 g Ng, 
entspr. 2,95% (24,72 mg:3,65 cem n/70-H,SO,), bzw. 500 g Roggenmehl, ent- 
haltend 6,50 g Ng, entspr. 1,30% (24,67 mg:1,60 ccm n/70-H,SO,), welche mittels 
Acetons bei — 10° entfettet worden waren, wurden zweimal mit je 1500 ccm 10-proz. 
Kochsalzlésung, unter Phosphatpufferzusatz von 4/,,-Molaritat auf pu 7,0 gebracht, 
6 Stdn. unter Riihren bei Zimmertemperatur extrahiert und der die Albumine und 
Globuline enthaltende Auszug durch Filtration mittels Silicagel-Filter abgetrennt; 
die Abtrennung der Prolaminfraktion aus dem verbliebenen Riickstand erfolgte 
dann, nach griindlichem Auswaschen desselben mit destill. Wasser, durch zwei- 
malige Behandlung mit je 1000 ccm 75-proz. Athanol, sodann durch dreimalige 
Extraktion mit je 1000 ccm 60-proz. Isopropylalkohol. 

Den Riickstand extrahierte man viermal mit je 1 1 60-proz. Isopropylalkohol, 
welcher 0,2% Natriumhydrogensulfit enthielt, und fallte aus den vereinigten Aus- 
ziigen das Glutenin durch Zusatz von Isopropylalkohol zu einer Konzentration 
von 90%. Nach mehrtagigem Stehenlassen wurde das ausgefallte Produkt zu- 
nachst durch Waschen mit 75-proz. Athanol von etwa noch anhaftendem Prolamin 
befreit und darauf durch Auflésen in 200 ccm 60-proz. Isopropylalkohol (0,2% Na- 
triumhydrogensulfit enthaltend) und Wiederausfallen mittels Isopropylalkohols, 
wie oben beschrieben, gereinigt; das Praparat wurde sodann mit Wasser, absol. 
Alkohol und Ather gewaschen und i. Vak. getrocknet. 

Fir das Glutenin aus Gerste, i. Vak. getrocknet, fand man einen Stick- 
stoffgehalt von 16,52% (24,91 mg:20,57 ccm n/70-H,SO,:4,11 mg N,), fiir das aus 


Tab. 3. Bausteinanalyse des Glutenins aus Gerste, Weizen und Roggen. (Angewandt 
750 y Stickstoff [Gerste], bzw. 1074 y Stickstoff [Weizen], bzw. 697 y Stickstoff 
[Roggen].) 














’ Anteil am Gesamtstickstoff (% 
Aminosaéure : 
Gerste Weizen | Roggen 

UST a ee ie Sule i” ae ear ae ae 4,8 4,4 5,9 
PROIETIOMI 5 dS a. aS Se es 4,4 4,9 5,3 
POROOVABIOMD: Gow) 6 Gey wis os 3,2 1 By 2,5 
Lf > SS ae emer ae eee 7 4,3 5,3 
ees es ee 0,9 0,5 1,8 
LL a 2,3 2,8 3,1 
cee ee em 11,0 7,4 8,0 
Glutaminséure + Alanin .... . 28,1 26,2 26,5 
ee tk a SU ee 1,7 2,2 1,3 
Asparaginsiure ......... 2,1 3,5 2,8 
ein Res Pe AE ee Nai) aie 4,5 3,2 4,4 
MGEOKOKOW 3.6 6 68 8 ees as 5,5 3,6 3,6 
Poo) a a a 19,9 19,9 20,0 
ee, Bee gong! 5 SR a he ge 4,3 3,8 1,2 
a SUR Nee Oe ek Demers 3,4 0 3,1 
RPMMOMRINIA oN obs: i's OER cs Vad Seusaplhe 3,1 7,9 3,6 
O55 LS ee el ere Sever se eee 2,2 2,7 0,9 





16 T. B. Osborne, J. Amer. chem. Soc. 17, 539 [1895]; The Vegetable Pro- 
teins; Longmans, Green u. Co. London u. New York 1924. 
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Weizen einen solchen von 16,71% (24,76 mg: 20,69 cem n/70-H,SO,:4,14 mg N,) 
und fiir das aus Rog gen einen solchen von 11,38% (24,35 mg: 13,85 ccm n/70-H,SO,: 
2,77 mg N,). 

Der Extraktionsriickstand vom Glutenin enthielt nur noch wenig Stickstoff, 
entspr. 0,13% (Gerste), bzw. 0,24% (Weizen), bzw. 0,22% (Roggen). 

2. Bausteinanalysen: Zur Hydrolyse wurden 39,97 mg Glutenin aus 
xerste, bzw. 100,3 mg Glutenin aus Weizen, bzw. 91,65 mg Glutenin aus Roggen, 
unter Zusatz von Zinn(II)-Salz, mit 25 ccm 20-proz. Salzsiure 24 Stdn. auf 110° 
erhitzt. Nach Entfernung des iiberschiiss. Chlorwasserstoffs durch 5—6maliges 
Einengen i. Vak. bei 30—35° nahm man in 10 ccm Wasser auf. 1 ccm der Lésung 
enthielt dann 0,61 mg Stickstoff (Gerste) (3,01 ccm n/70-H,SO,), bzw. 1,54 mg 
(Weizen) (7,70 cem n/70-H,SO,), bzw. 1,00 mg (Roggen) (4,98 cem n/70-H,SO,). 

Die Aufteilung der Aminosaéuregemische in den erhaltenen Hydrolysaten 
wurde nach dem Verfahren von Stein und Moore® mittels des Fraktionenkol- 
lektors von GraBmann und Deffner!’, die Auswertung nach Reaktion mit 
Ninhydrin im Eppendorf-Kolorimeter vorgenommen. Als Lésungsmittel diente ein 
Gemisch von 1 Tl. n-Butanol, 2 Tln. n-Propanol und 1 TI. 0,1-n. HCl, das nach 
dem Durchlauf der Asparaginsaurefraktion durch ein solches aus 2 TIn. n-Propanol 
und 1 Tl. 0,5-n. HCl ersetzt wurde; fiir die Trennung der sechs ersten Aminosaure- 
fraktionen (Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Valin, Methionin und Tyrosin ent- 
haltend) wurde eine zweite Analyse mit einem Lésungsmittelgemisch aus 1 TI. 
Benzylalkohol, 1 Tl. n-Butanol, 0,288 TIn. Wasser und 0,01 Tl. Thiodiglykol durch- 
gefiihrt. 
Die Ergebnisse der Analysen zeigt Tab. 3. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der 
Chemischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 


Zusammenfassung 


Es wurden quantitative Bausteinanalysen der mit Hilfe von 
Hydrogensulfit und Isopropylalkohol in Lésung iibergefiihrten Glutenin- 
fraktionen aus Gerste, Weizen und Roggen durchgefiihrt. Die Analysen- 
ergebnisse zeigen, daB die Glutenine in den Getreidemehlen eine selb- 
standige und eigenartige Gruppe von Proteinen bilden. 


Summary 


xlutenin fractions from barley, wheat and rye, solubilized by means 
of bisulphite and isopropyl alcohol, have been examined quantitatively 
to determine the structural units present. The results indicate that the 
glutenins from cereals belong to an independent group of proteins. 


17 W. GraBmann u. G. Deffner, Chemiker-Ztg. 76, 623 [1952]. 
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Zur Biochemie der Oxalsaiure IV 
Die Ausscheidung kleiner subcutan applizierter Dosen 
beim Hunde 
Von 
M. Just und Karl Bernhard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1957) 


In vorangegangenen Versuchen haben wir unter verschiedenen 
Bedingungen Retention und Ausscheidung subcutan injizierter Oxal- 
siure an Ratten gepriift, wobei eine “4C-signierte Verbindung verwendet 
und auf Grund von Aktivitaétsmessungen Auskunft tiber das Schicksal 
dieser Dicarbonséure im Tierkérper erhalten wurde!. Wir haben diese 
Untersuchungen auf ein weiteres Objekt, d.h. den dem Menschen 
stoffwechselmaBig sehr nahestehenden Hund ausgedehnt. Im folgenden 
sollen die Ergebnisse von zwei Versuchen mitgeteilt werden, bei denen 
wir dem Hund die radioaktive Saiure C,H,0,-2H,O subcutan in Mengen 
von 3,6 mg/kg injizierten und ihre Ausscheidung im Harn wahrend 
7—8 Tagen verfolgten. 


Tab. 1. Renale Ausscheidung von injiziertem C-Oxalat durch Hunde. 








Zeit Urinmenge Aktivitat des Harnes 
(Stdn.) in % der appliz. Akt. 
Vers. 1 Vers. 2 Vers. 1 Vers. 2 

O— 24 1,4 — 58,1 — 
24— 48 2,1 1,8 20,1 76,6 
48— 72 1,6 2,2 3,1 5,23 
72— 96 1,1 2,3 9,51 3,20 
96—120 1,5 1,6 1,86 1,03 
120—144 1,6 2,7 0 1,22 
144—168 1,4 2,3 0 0,45 
168—192 — 2,0 a= 0,34 

















Total 92,7 88,1 


Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daB im Verlaufe von 24 Stdn. etwas mehr 
als die Haifte, nach 48 Stdn. mehr als drei Viertel der injizierten Saure 
im Harne vorlagen. Bei Versuch 1 wies letzterer schon nach 120 Stdn. 
keine Aktivitét mehr auf, wihrend bei Versuch 2 an den folgenden drei 


1G. Brubacher, M. Just, H. Bodur u. K. Bernhard, diese Z. 804, 173; 
305, 248 [1956]; H. Bodur, M. Just u. K. Bernhard, diese Z. 806, 120 [1956]. 
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Tagen noch aktives Oxalat zur renalen Eliminierung gelangte. Insgesamt 
enthielt der Harn 92,7 bzw. 88,1°% der applizierten Aktivitat, Werte, 
die sich unter Beriicksichtigung erfaBbarer Verluste (Kafigspiilwasser) 
auf 93,7 und 88,4% erhdhten. 


Beschreibung der Versuche 


Der mannliche 17,5 kg schwere Hund erhielt 62,5 mg Oxalsiure als Na-Oxalat 
in waBriger Lésung (1,5 ml) in den dorsalen Teil der hinteren Extremitat bzw. 
unter die Riickenhaut gespritzt. Die totale applizierte Aktivitaét betrug bei Ver- 
such 1 280,98-105 c/min und bei Versuch 2 etwas weniger, d. h. 123,00-10° ¢/min. 

Die tagliche Harnmenge (bei Vers. 2 wurde leider wahrend der ersten 24 Stdn. 
kein Harn erhalten) haben wir méglichst quantitativ gesammelt und in einem ali- 
quoten Teil nach Ansauern mit Salzsaiure nach Zugabe von inaktivem Trageroxalat 
die Oxalsiure als Ca-Salz ausgefallt. Nach Abfiltrieren und Trocknen haben wir 
dessen Gesamtaktivitaét gemessen. 


Tab. 2. Harnaktivitaten pro 24 Stdn. ¢/min. 








Zeit Im Harne ausgeschiedene Aktivitat 
Ae, af . 
(Stdn.) ¢/min 
Vers. 1 Vers. 2 
O— 24 163,13-105 
24— 48 56,51-10° 94,25-10° 
. 48— 72 8,71-105 6,43-105 
72— 96 26,71-105 3,93-105 
96—120 5,23-105 1,26-105 
120—144 — 1,51-105 
144—168 _- 0,55:-105 
168—192 — 0,42-105 








Fiir die vorliegende Untersuchung standen uns Mittel aus der Hans-Buess- 
Stiftung zur Verfiigung, fiir die wir verbindlichst danken. 


Zusammenfassung 
Der Hund scheidet kleine Dosen (3,6 mg/kg) Oxalsiure nach sub- 
cutaner Injektion bereits nach 24 Stdn. zur Halfte wieder im Harn aus. 
Insgesamt wurden auf renalem Wege 93 und 88% eliminiert. 


Summary 


Oxalic acid has been injected subcutaneously in the dog at a dosage 
of 3.6 mg per kg and it has been found that one-half of the acid is ex- 
creted in the urine after 24 hrs. In two experiments total renal excretions 
of 93 and 88 per cent were recorded. 
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Zur Biochemie der Oxalsdure, V 
Abbau, Aufnahme und Ausscheidung 


an Ratten verfiitterter kleiner Mengen* 


Von 
Karl Bernhard und Max Just 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1957) 


Untersuchungen itiber das Schicksal subcutan injizierter Oxalsiure 
an Ratten ergaben, daB Retention und Ausscheidung von den verab- 
reichten Dosen abhangen!. Nur bei Aufnahme gréBerer Mengen (60 mg/kg) 
wurde ein merklicher Anteil, nimlich etwa ein Drittel in der Niere zu- 
riickgehalten. Die Exspirationskohlensaure wies stets eine gewisse Akti- 
vitét auf. Sie wird durch bakteriellen Abbau mit der Galle in den Inte- 
stinaltractus gelangter Oxalsiure bedingt, denn bei Tieren mit sterilem 
Darm war die ausgeatmete Kohlensiure stets inaktiv?. Die tierische 
Zelle vermag Oxalsiure nicht abzubauen. Eine endogene Herkunft ist 
nur aus Ascorbinsiure bewiesen’, im Harne auftretendes Oxalat muB 
demnach vornehmlich exogenen Ursprungs sein. Bekanntlich enthalten 
einige pflanzliche Nahrungsmittel, z. B. Spinat, nicht unbetrachtliche 
Mengen dieser Dicarbonsaure. 

Oxalsiure beteiligt sich recht hiufig am Aufbau von Harn- und 
Nierensteinen. Auch aus diesem Grunde hielten wir Versuche iiber ihr 
Verhalten nach oraler Verabreichung fiir angezeigt. Durch Aktivi- 
titsbestimmungen der ausgeatmeten Kohlenséure nach Aufnahme von 
4C-Oxalsiure lieB sich der einer bakteriellen Zerst6rung im Darm anheim- 
fallende Anteil berechnen. Aus der Aktivitait der Faeces ergab sich die 
iibrige nicht zur Resorption gelangte und durch Untersuchung des Harnes 
und Aufarbeitung des Tierkérpers, die aufgenommene Menge Oxalsiure. 

Wir gaben weifen Ratten mit der Schlundsonde C-signiertes 
Oxalat und brachten dieselben sofort zur quantitativen Sammlung der 
Ausscheidungen in Stoffwechselkifige. Nach 120 Stunden wurden die 
Tiere getétet, worauf wir in den Nieren, im Magen-Darmtractus und 
im eviscerierten Tierk6rper die Oxalsdiure bestimmten. 


* IV. Mitteil.: vgl. diese Z. 308, 263 [1957], vorstehend. 

1K. Bernhard, G. Brubacher u. H. Jaquet, Helv. chim. Acta 36, 
1968 [1953]. 

2G. Brubacher, M. Just, H. Bodur u. K. Bernhard, diese Z. 304, 
173. [1956]. 

3 J.J. Burns, H. B. Burch u. C. G. King, J. biol. Chemistry 191, 501 [1951]. 
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Aus Abb. 1 sind die Aktivitiiten der Exspirationskohlensaure er- 
sichtlich, die anfanglich stiindlich, dann in groBeren Intervallen ge- 
messen wurden. Tab. 1 zeigt die mit dem Urin und den Faeces aus- 
geschiedenen Oxalsiuremengen und Tab.2 die nach Beendigung des 
Versuches im Tierkérper noch verbleibenden Anteile. 
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Abb. 1. Aktivitét der Exspirationskohlensiure nach peroralen Gaben 
kleiner Mengen C-Oxalsaure an sechs Ratten (I—VI). 


Tab. 1. Fiitterung “C-signierter Oxalsiure an Ratten. Aktivitaét von Harn und 
Faeces in % der applizierten Aktivitat. 



































Ver- Urin Faeces 

suchs- 

dauer Tier Nr. Tier Nr. 

Stdn. I II 11 IV Vv VI | I | 1] | Il | IV | Vv VI 
O— 12] 8,72] 15,46] 6,52] 12,35] 8,3 | 19,50] — 6,32 | 23,51] — = = 
12— 24 5,70 7,55 0,13 0,59 B 3,80 21,23 _ 0,05 | 29,10 | 12,9 
24— 36 3,68 8,15 0,04 0,31 0,18 0,45 — —_ — —_ — 
36— 48] 2.11] 2,84] 0,04] 0,13] 0,07] 0,13] 2,29] 9,73 | 46,97] 35,79] — ss 
48— 72| 4,34] 7,06] 0,01] 0,15] 0,08] 0,08] 2,13] 4,40] 4,02] 3,36 | 20,00] 1,25 
72— 96] 5,34] 2,26] 0,03] 0,10] 0,03] 0,07] 11,36] 0,19] 0,59] 2,07] 0,75] 0,25 
96—120 4,78 1,25 0,07 0,01 0,02 0,05 0,88 0,03 0,38 0,82 Oo _- 

Total | 34,67 | 44,57 | 6,84 | 13,64 | 9,88 | 24,08 | 16,66 | 41,90 | 75,47 | 42,09 | 49,85 | 14,40 





Tab. 2. Oxalsiure-Retention im Tierkérper in % der applizierten Aktivitat 
120 Stdn. nach oralen Gaben von C-Oxalsaure. 











Tier Nr. 
I II III IV 
RUMEON Sa a ee SPS et sia w. APIS 5,26 2,64 0,04 0 
Magen-Darmtractus. ....... 0,05 0,01 0,08 0,05 
Inhalt desselben . ........ 0,14 0,08 0,05 0,06 
Eviscerierter TierkGérper . . ... . 0,65 2,10 0,15 0,14 








Total retiniert 6,10 | 4,83 0,32 | 0,25 
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Experimentelles 


Es wurden fiir alle Versuche miannliche, mit einer normalen Diadt ernahrte 
Ratten unseres seit 25 Jahren bestehenden Inzucht-Stammes verwendet. Das Ge- 
wicht, die applizierten Oxalsiuremengen und deren Aktivitaten ergeben sich aus 
der Tab. 3. Die Nahrung bestand wahrend der Gewinnung der Exspirationskohlen- 
siure aus Glucoselésung. 

Die Aktivitatsbestimmungen in der Ausatmungskohlensaure erfolgten wie 
bei friiheren Versuchen, ebenso wurden die Fallung der Oxalsiure im Harn, die 
Aufarbeitung der Organe und der Tierk6rper, wie bereits angegeben, vorgenommen?. 


Tab. 3. Gewichte der Versuchstiere und applizierte Oxalsiuremengen. 
t=) 























Tier Nr. 
I II Ill | IV VE VI 

Gewicht der 

Ratten,g. . 340 380 360 420 350 330 
appl. Oxal- 

saure: 
mg C,H,0,:2H,O} 21,6 21,6 21,5 24,6 21,1 19,8 
mg/kg 
C,H,0O,:-2H,O 63,5 53,8 59,7 58,3 60,3 60,0 
Appl. Total- 

aktivitat 

¢/min. 237,7-105 | 237,7-105 | 62,7-10° | 71,7-105 | 920,9-105 | 865,6-105 








Diskussion der Ergebnisse 


Nach oralen Gaben kleiner Mengen “C-Oxalat erfolgte im Darme 
der Versuchstiere ein recht unterschiedlicher, in einigen Fallen betracht- 
licher Abbau der Oxalséure. Wahrend bei Tier II die Exspirations- 
kohlenséure nur 1,9°% der applizierten Aktivitat aufwies, erfolgte bei 
den Ratten IV und VI eine bakterielle Oxalatzersetzung im AusmaBe 
von 43%. Die experimentellen Befunde sind in Ergainzung der Ab- 
bildung in der Tab. 4 dargestellt und lassen erkennen, daB rund 37, 2, 
17, 43, 24 und 43% der verabreichten Saiure im Intestinaltractus zer- 
stort wurden. Dem geringen AusmaBe bakterieller Zersetzung bei Tier II 


Tab. 4. Fiitterung “C-signierter Oxalsiure an Ratten. Aktivitaét der Exspirations- 
kohlensaure in % der applizierten Aktivitat. 


























Vv Tier Nr. 
ersuchs- 
dauer (Stdn.) I TI III IV V VI 
0O—12..... 2,38 0,41 5,75 1,44 
EY er (ime 393 54 0,25 0,08 1,56 yy) 40,96 
2448. . ...| 12,52 0,24 8,97 37,35 15,90 1,56 
8-72. Gos ar 2,64 0,24 2,40 3,0 0,64 0,32 
72—96. .... 2,76 0,24 0 0 0,16 0,24 
96—120 .... 1,35 0,50 0 0 0,08 0,08 








Total 36,97 1,88 17,20 43,35 23,95 43,16 
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entsprechen eine bemerkenswerte Oxalsiiureausscheidung mit dem 
Harn von 45 und mit den Faeces von 42°, desgleichen bei Tier III bei 
offensichtlich schlechter Resorption eine Eliminierung von 75% mit den 
Faeces. Umgekehrt halt sich bei groBer Aktivitat der Exspirations- 
kohlensaéure der Anteil des Harnoxalates in maiBigen Grenzen (Tab. 1). 

Nach Beendigung des 120 Stdn. dauernden Versuches enthielten 
die Nieren der Tiere I und II noch 5,3 und 2,6% Oxalsaure, der evisce- 
rierte Tierkérper mit Ausnahme bei Ratte II aber nur unbedeutende 
Mengen. Bei diesen Versuchen wurden 94 bis 99% der applizierten 
Aktivitat wieder aufgefunden (vgl. Tab. 5). 


Tab. 5. Wieder aufgefundene Aktivitaten in ° der applizierten Aktivitat. 


























Tier 

I II III IV 

Bian 92 eal ania aren: Bos 36,97 1,88 17,20 43,35 

BORMAN oe er ag, eres Ow Bie, Soe ede 34,67 44,57 6,84 13,64 

A Soh es ts ae 16,66 41,90 75,47 42,09 

Kafigriickstinde ......... 1,18 0,70 0,04 0,15 

SEAVNSIRE RENE gees os Jets) See Pe 6,10 4,83 0,32 0,25 

Total wieder aufgefundener Aktivitat 95,58 93,88 99,87 99,48 
| | 
= a! 


Abb. 2. Fiitterung von “C-Oxal- 

sdure an Ratten. Aktivitatsver- 

teilung auf Harn, Faeces und 
Exspirationskohlensaure. 











129456 Wiggle Ty blglaIolg 
Urin faeces Atmungs-C0. 


Wir haben die von den sechs Versuchstieren mit der Ausatmungs- 
kohlensiure, den Faeces und dem Harn ausgeschiedenen Aktivitaten in 
Abb. 2 nochmals iibersichtlich dargestellt, um die bedeutsamen Unter- 
schiede hervorzuheben. 

Es zeigt sich mit aller Deutlichkeit, daB die bakterielle Zerst6rung 
oral aufgenommener Oxalsiure im Darm der Ratte recht  starken 








CUSLS > Ot 





i 2) 


gs- 
in 
er- 


ing 
en 





Bd. 308 (1957) Zur Biochemie der Oxalsaure, Vv 969 


Schwankungen unterliegt. Sollte beim Menschen, was durchaus wahr- 
scheinlich ist, ein analoges, ausgesprochen individuelles Verhalten vor- 


_liegen, so diirften die mitgeteilten Befunde als ein Beitrag zum Problem 


der Nieren- und Harnsteinbildung gewertet werden. Wird die Oxalsiure 
der Nahrung im Intestinaltractus betrachtlich abgebaut, ist der zur 
Resorption gelangende und der Niere zugefiihrte Anteil nur noch ge- 
ringfiigig und bedingt keine Retention von Calciumoxalat. Kommt in- 
dessen die Nahrungsoxalsdiure infolge Abwesenheit abbauender Bak- 
terien groBtenteils zur Resorption, so sind bei merklichen Konzen- 
trationen die Bedingungen fiir eine Ablagerung bzw. Ausfallung zwei- 
fellos erfillt. 


Fiir die vorliegende Untersuchung standen uns Mittel aus der Hans-Buess- 
Stiftung zur Verfiigung, fiir die wir verbindlichst danken. 


Zusammenfassung 


Wir verfiitterten an Ratten 14C-Oxalsiure und priiften bakteriellen 
Abbau, Aufnahme, Retention und Ausscheidung. Auf Grund der Ak- 
tivitét der Ausatmungskohlensiure wurde ein recht unterschiedlicher 
Anteil, bei zwei Tieren z. B. 43%, der Dicarbonsiéure im Darme zer- 
stért. In anderen Fallen war das AusmaB dieser bakteriellen Zerset- 
zung méBig oder nur sehr gering (z. B. 2%), wobei Harn und Faeces 
entsprechend groBe Mengen Oxalsaure enthielten. Die Ergebnisse lassen 
ein sehr unterschiedliches Verhalten der einzelnen Tiere erkennen und 
sind geeignet, die Bildung oxalathaltiger Harn- und Nierensteine beim 
Menschen verstandlich zu machen. 


Summary 


Rats have been fed with a diet containing C-oxalic acid and the 
uptake, retention, excretion und bacterial degradation of the acid in- 
vestigated. The activity of the expired carbon dioxide was employed as 
a measure of the oxalic acid degradation in the intestine. Wide variations 
were observed in the proportion of oxalic acid which underwent degrad- 
ation, values between 43 and 2 per cent being recorded. In the latter 
case the urine and faeces contained large amounts of the acid. The 
results indicate a wide variation in behaviour among the individual 
animals and provide an insight into the formation of oxalate-containing 
urinary and renal calculi in human beings. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 308 18 
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Uber das Herbipolin, 
ein biogenes Amin aus dem Riesenkieselschwamm 
(Geodia gigas) 
a Von 
D. Ackermann und P. H. List 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmacie und Lebensmittelchemie 
der Universitét Wiirzburg 


4) 
(Der eames Mada am 30. April 1957) 


Die stickstoffhaltigen Extraktstoffe des Riesenkieselschwammes 
(Geodia gigas) wurden schon einmal von Ackermann und Mitarbb.! 
untersucht. Das Ausgangsmaterial stammte damals von der Kiiste des 
Adriatischen Meeres (Rovigno) und ergab das Vorhandensein von 
Agmatin, Guanidin, Glykokollbetain und Methyladenin. Der 
Befund von Dimethylhistamin war zwar durch C, H, N und Au-Werte 
sowie positiven Ausfall der Diazoreaktion gestiitzt, doch reichte die 
Menge zur Darstellung anderer Salze als des Chloraurates und vor allem 
fiir eine N-Methylbestimmung nicht aus. Das gleiche galt fir zwei 
K®6rper der Formel C;H,,0,N, und C,,H;,0,N, (schon frither als Eledonin 
bezeichnet). 

Wir haben nun diese Untersuchungen wieder aufgenommen und 
verwandten diesmal einen Riesen- 
kieselschwamm, der an der West- 
kiiste von Schweden (Kristineberg) * 
gesammelt war und zu etwas andern 
Resultaten fihrte. 

Es gelang uns dabei aus der 
Silber-Barytfraktion einen Ko6rper 
der Formel C,H,ON, zu isolieren, der 
als freie Base, Hydrochlorid, Pikrat 
und Chloraurat zur Analyse kam 
und als Herbipolin bezeichnet 
werden moge. Auch tiber seine Kon- 
stitution lieBen sich bereits Aussagen 
machen, woriiber in einer spateren 
Herbipolin-Kristalle 1 : 80. Arbeit berichtet werden soll. 





1 F. Holtz, Z. Biol. 81, 65 [1923]; D. Ackermann, F. Holtz u. H. Rein- 
wein, ebenda 82, 278 [1924]. 

* Das schwer zu beschaffende Material wurde uns von Herrn Prof. Dr. John 
Runnstrém und Herrn Dr. Gunnar Gustafson (Kristijbergs Zoologiska 
Station) zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle unsern herzlichen 
Dank zum Ausdruck bringen miéchten. 
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Die freie Base kristallisiert in feinen mikroskopischen Prismen (vgl. 
die Abbild.), die in Wasser gut léslich, in Alkohol praktisch unléslich 
sind. Sie ist optisch inaktiv. — Die Millonprobe, Ninhydrin-, Sakaguchi- 
und Diazo-Probe sind negativ. 

In der Purinbasenfraktion fanden wir wiederum Adenin, das uns 
schon bei einer groBen Zahl der von uns untersuchten niederen Tiere 
begegnet war. 


Beschreibung der Versuche 


10 kg Riesenkieselschwamm waren in Stiicke zerschnitten und frisch in Alko- 
hol konserviert. Der Alkohol wurde abgegossen. Den Riickstand zerkleinerten wir 
im Fleischwolf, verriihrten mit Wasser und colierten durch Leinwand, worauf mit 
der Presse ein Kuchen entstand, der mit heiBem Wasser extrahiert und nochmals 
abgepreBt wurde. Die so erhaltenen waBrigen Fliissigkeitsmengen wurden mit 
dem Konservierungsalkohol vereinigt, das Ganze durch Kieselgurfiltration von 
einer Triibung befreit und nun im Umlaufverdampfer auf 21 gebracht. — Zugabe 
von 100 ccm 50-gew.-prozentiger Schwefelsaure lieferte einen leichten grauweiBen 
Niederschlag, der durch Zentrifugieren abgetrennt und zweimal mit 5-proz. 
Schwefelséure gewaschen wurde. Er enthielt etwas Eisen. Die Murexidprobe war 
negativ. Er wurde nicht weiter untersucht. 

Die schwefelsaure Loésung fiallten wir mit 3,21 Phosphorwolframsaure 
(500 g + 115 gew.-proz. Schwefelsiure) unter Beniitzung eines Riihrwerkes vollig 
aus. Am andern Tage wurde der Niederschlag in bekannter Weise mit Baryt zer- 
setzt, so daB eine schwach schwefelsaure Lésung entstand. Diese engten wir im 
Vak. stark ein und konnten durch vorsichtigen Zusatz von Methanol 32 g Kalium- 
sulfat abtrennen. Nach Abdestillieren des Methanols, Zugabe von etwas Wasser 
und Schwefelsiure bis zur Kongoreaktion fallten wir mit Silbernitratlésung aus 
und erhielten nun eine 

Purinbasenfraktion. Sie wurde abgesaugt, mit verd. Schwefelsdure ge- 
waschen und mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit. Nachdem dann Luft 
durchgesaugt und die Schwefelsiure genau mit Baryt beseitigt war, engten wir 
die Lésung zur Trockene ein und erhielten durch Verriihren mit Methanol 0,5 g 
eines in Methanol unldéslichen braunlichen, kérnigen Riickstandes. Diesen lésten 
wir in hei8em Wasser und fallten mit alkohol. Pikrinsiure. Es entstanden 0,86 g 
Pikrat, das aus viel Wasser umkristallisiert die Analysenwerte* des Adenin- 
pikrates ergab. Schmp. 277°. 

3,933 mg Sbst.: 5,240 mg CO,, 0,780 mg H,O. — 2,955 mg Sbst.: 0,839 cem 
N, (28°, 730 mm). 

C;H;N;:C,H,0,N, (364,2) Ber. C 36,25 H2,22 WN 30,78 
Gef. C 36,36 H2,22 WN 30,93 


Das Filtrat der Purinbasensilberfraktion wurde mit Baryt sowie mit weiteren 
Mengen Silbernitratlésung versetzt, bis der Niederschlag tief braun wurde, als 
Zeichen, daB geniigend Silbernitrat verwandt war. Nach Absaugen und Waschen 
mit Wasser wurde diese 

Silber-Barytfraktion mit Schwefelsiure im Uberschu8 verrieben und 
durch Schwefelwasserstoff vom Silber befreit. Aus dem Filtrat des Schwefelsilbers 
beseitigten wir den Schwefelwasserstoff mit Durchliiftung und die Schwefelsiure 
genau mit Baryt, so da8 eine stark alkalisch reagierende Lésung entstand, die kein 
Barium und nur Spuren von Schwefelsiure enthielt. — Nach dem Einengen im 
Vak. blieb ein reichlicher brauner Sirup mit Kristallkrusten zuriick. Er wurde 
mit wenig Wasser versetzt, bis alles wieder in Lésung war, worauf wir mit Methanol 
* Analysen simtlich von Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach, Bamberger Str. 20. 

18* 
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eine Fallung erzeugten, die nach Absaugen und Waschen mit Methanol 1,5 g wog. 
Nach dem Umkristallisieren aus kochendem Wasser bei Gegenwart von etwas 
Tierkohle erschienen in der eingeengten Lisung weibe, an der GefaBwand haftende 
Kristallmassen, die an der Oberflache eine speckig glinzende Haut lieferten. Nach 
dem Absaugen und Waschen mit Methanol blieb ein fest zusammenhangende1 
diinner Kristallkuchen iibrig (0,54 g). 

Da die Analyse keine verwertbaren Werte gab, lésten wir in heiBem Wasser 
und fallten mit alkohol. Pikrinsiurelésung. Das schwerlésliche Pikrat lieferte 
jetzt Analysenwerte, die auch nach dem Umkristallisieren die gleichen blieben. 

4,182 mg; 4,424 mg Sbst.: 5,880; 6,240 mg CO,,. 1,090; 1,230 mg H,0O. - 
2,905; 2,901 mg Sbst.: 0,723 cem N, (29°, 735 mm), 0,728 ccm N, (29°, 731 mm). 


(,H,O N;-C,H,0,N, (408,3) Ber. © 38,24 H 2,96 N 27,45 
Gef. C 38,37; 38,49 H 2,92; 3,11 N 27,21; 27,28 


Das Pikrat kristallisierte in mikroskopischen Prismen und schmolz bei 292 
bis 295°. 

Der groéBte Teil des Pikrates wurde nach Ansiuern seiner Lésung mit Salz- 
siure durch Ausathern in eine Lésung des Hydrochlorids verwandelt, das ein in 
Alkohol schwerlésliches Kristallpulver gab. 

4,462 mg Sbst.: 6,335 mg CO,, 1,900 mg H,O. — 2,967 mg Sbst.: 0,863 cem 
N, (30°, 732 mm). — 8,333 mg Sbst.: 5,550 mg AgCl. 


C,H,ON,-HCI (215,7) Ber. C 38,98 H4,67 N 32,48 Cl 16,44 
Gef. C 38,75 H4,77 N 31,56 Cl 16,47 


Einen Teil des Hydrochlorids verwandelten wir durch Fallung seiner Lésung 
mit 30-proz. Goldchloridchlorwasserstoffsiure in das Chloroaurat, das aus Salz- 
siure umkristallisiert wurde. 

5,270 mg Sbst.: 3,150 mg CO,, 0,900 mg H,O, 1,987 mg Au. — 3,368 mg Sbst. : 
0,395 cem N, (28°, 731 mm), 1,271 mg Au. 


C,H,ON,-HAuCl, (519,0) Ber.C 16,19 H1,94 N 13,49 Au 37,98 
Gef.C 16,31 H1,91 N 12,79 Au 37,70; 37,76 


Den Rest des Hydrochlorids lésten wir in Wasser, gaben etwas Schwefelsiure 
und Silbersulfat im Uberschu8 zu. Das Filtrat des entstandenen Chlorsilbers 
wurde mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit und die Lésung nach Durch- 
liiftung so lange mit Barytwasser gefallt, bis die Schwefelsiure genau beseitigt 
war, ohne daB8 Baryt im Uberschu8 vorhanden gewesen ware. Das Filtrat des 
Bariumsulfates gab eine Lésung der freien Base. Dieselbe drehte die Ebene 
des polarisierten Lichtes nicht. Beim Einengen erschienen weiBe, leichte, mikro- 
skopische Kristalle. Nach mehrmaligem Umkristallisieren betragt der Schmp. 
(Kofler) 315°. Papierchromatographisch zeigte sich jetzt nur ein Fleck; Ry 0,07 
(Butanol : Eisessig: Wasser = 6:1:2; Schleicher & Schiill, Nr. 2043b, Mg)). 
Diazo- und Sakaguchi-Probe waren negativ. 

4,826; 4,815 mg Sbst.: 8,270; 8,245 mg CO,, 2,210; 2,170 mg H,O. — 2,192; 
2,885 mg Sbst.: 0,766 ccm N, (30°, 734 mm), 1,028 ccm N, (29°, 720 mm). 


(',H,O N, (179,2) Ber. C 46,92 H 5,06 N 39,09 
Gef. C 46,76; 46,73 H5,12;5,04 N 38,02; 38,15 


Die zu tief liegenden N-Werte lieBen sich durch verinderte Analysen- 
methoden (verlangertes Rohr; Wasser im Blasenzahler) wie folgt verbessern: 


2,395 mg Sbst.: 0,868 ccm N, (31°; 726 mm) 
Ber. 39,09 Gef. 38,89 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiignng gestellten Mittel. 
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Zusammenfassung 


In dem Riesenkieselschwamm (Geodia gigas) wurden neuerdings 
Adenin und eine Base C,H,ON, gefunden, die wir Her bipolin nennen. 
Uber ihre Konstitution wird demnichst berichtet. 


Summary 


Adenine has been found in the giant siliceous sponge (Geodia gigas) 
together with a base C,H,O N,; which has been given the name Herbi- 
poline. The constitution of the latter substance will be discussed in a 
subsequent communication. 
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Uber das Vorkommen betrichtlicher Mengen Histamin 
in der niederen Tierwelt * 
Von 


D. Ackermann und P. H. List 


Aus dem Physilogisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmacie und Lebensmittelchemic 
der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1957) 


Das Histamin, welches seinerzeit der eine! von uns zum ersten- 
mal als Produkt der belebten Natur beschrieben hat, ist bei Vertebraten 
weit verbreitet und hier auch praparativ nachgewiesen?. Bei Wirbellosen 
gelang sein Nachweis vollbefriedigend bisher nur im Bienengift, wo der 
pharmakologische Nachweis* durch Papierchromatographie‘ bestatigt 
werden konnte. Bei einer Reihe von Meeresavertebraten® wurde aus dem 
pharmakologischen Effekt zwar auf Histamin geschlossen, doch ver- 
wandte man hier nur Extrakte der Tiere, die entweder keine oder nur 
eine unzureichende Vorreinigung erfahren hatten. Papierchromato- 
graphie kam damals noch nicht zur Anwendung. 

Es ist uns gelungen, aus 10 kg des Riesenkieselschwammes (Geodia 
gigas) auf priparativem Wege 6,14 g eines Pikrates zu gewinnen, das im 
wesentlichen aus Histaminpikrat bestand und aus dem sich das Di- 
hydrochlorid, Dipikrat und Dichloroaurat des Histamins in analysen- 
reiner Form darstellen lieBen. Die papierchromatographische Unter- 
suchung ergab genau wie bei Histamin-dihydrochlorid: Ry 0,076. 

Die pharmakologische Priifung** am isolierten Meerschweinchen- 
darm ergab in Vergleich mit authentischem Histamin-dihydrochlorid 





* Vorlauf. Mitteil.: Naturwissenschaften 44, 184 [1957]. 
** Fir die Durchfiihrung derselben sind wir Herrn Dr. D. Henschler, 

Pharmakologisches Institut Wiirzburg, sehr zu Dank verpflichtet. 

1 D. Ackermann, diese Z. 65, 504 [1910]; Z. Biol. 91, 73 [1930]; Deutsche 
Med. Wschr. 78, 174 [1948]. 

2 C. H. Best, H. H. Dale, H. W. Dudley u. W. V. Thorpe, J. Physiology 
62, 397 [1927]; D. Ackermann u. M. Mohr, diese Z. 255, 75 [1938]. 

3 R. Lyssy, Arch. int. Physiol. 16, 272 [1921]; H. E. Essex, I. Markowitz 
u. F. C. Mann, Amer. J. Physiol. 94, 209 [1930]: G. Nagamitu, Okayama- 
Igakkai-Zassti 47, 3005 [1935]; Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 95, 128 
[1935]; M. Reinert, Festschr. f. Emil Barell, Basel, 15. Feb. 1936; Chr. Tetsch 
u. K. Wolff, Biochem. Z. 288, 126 [1926]; D. Ackermann u. H. Mauer, Arch. 
Physiol. 247, 623 [1943]. 

4 W. Neumann u. E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. u. Pharmakol. 222, 367 [1954]. 

5 G. Ungaru. J. L. Parrot, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 126, 1156 [1937]; 
M. Konisi, Okayama-Igakkai-Zasshi 48, 1309 [1936]; Ber. ges. Physiol. exp. 
Pharmakol. 95, 528 [1935]; Jullien, A. D. Vincent, M. Bouchet u. M. Vuillet, 
Ann. Physiol. Physicochim. biol. 15, 858 [1939]; Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 
124, 38 [1941]. 
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gleiche Kontraktion, die durch Antihistamin (Avil) unterdriickt werden 


konnte. 

Legt man in Riicksicht auf Verunreinigungen statt 6,14 nur 5g 
Histamindipikrat zugrunde, so errechent sich 1 g freies Histamin aus 
10 kg Frischgewicht des Schwammes, das sind 100 mg auf 1 kg, gewib 
eine betraichtliche Menge, wenn man bedenkt, daB die tédliche, sub- 
cutane Dosis des Histamins pro kg Tier beim Meerschweinchen nur 3,8 mg 
betragt; bei der Katze sind es allerdings 25—100 mg, bei der Ratte 
200 mg, beim Frosch sogar 2000—2300 mg, bei der Maus 2300—2700 mg 
pro kg. 

Kine ahnliche groBe Menge eines starken tierischen Giftes der niederen Tier- 
welt ergab sich beim Tetramin (Tetramethylammoniumhydroxyd), das seinerzeit 
Ackermann, Holtz und Reinwein® zum erstenmal in der belebten Natur, und 
zwar bei Actinia equina beschrieben haben. Hier fanden sich 300 mg freies Tetramin 
in lkg Frischgewicht; dabei sind subcutan verabreicht unter curareartiger Wirkung 
bereits tédlich beim Frosch 5 mg, beim Kaninchen 6—8 mg, bei der Maus 20 mg 
Tetramin pro kg Korpergewicht. Das Tetramin ist iibrigens neuerdings auch in 
anderen Coelenteraten gefunden worden’. 


Interessant ist ferner, da in demselben Tier auch erhebliche 
Mengen Agmatin® vorkommen, wie seinerzeit von unserem Arbeits- 
kreise nachgewiesen wurde (Analysen des Pikrates und Chloroaurates). 
Agmatin und Histamin sind ja beide Decarboxylierungsprodukte von 
basischen Aminosauren, das eine vom Arginin, das andere vom Histidin. 


Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial dienten 10 kg Geodia gigas, die auf der zoologischen 
Station Kristineberg gesammelt worden waren. Hieraus war schon Adenin und 
Herbipolin dargestellt worden, vgl. die vorhergehende Arbeit®. Diesmal handelt 
es sich um den in Methanol léslichen Teil der aus der Silber-Baryt-Fraktion frei- 
gemachten Basen. Die methanolische Lésung derselben wurde unter standigem 
Riihren langsam mit athanolischer Pikrinsaure ausgefallt. Es entstand ein klebriges, 
dunkelbraunes Harz (Pikrat I), von dem die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen 
und das mit Alkohol abgespiilt wurde. Aus der Lésung wurde der Alkohol ab- 
gedampft, worauf ein zum Teil dliger, zum Teil kristallinischer Riickstand ent- 
stand, der sich nach Zugabe von waBr. Pikrinsiurelésung noch etwas vermehrte 
(Pikrat IT). Dieses Pikrat wurde nach Abtrennung mit starker Schwefelsiure zer- 
legt und die Pikrinsaure mit Ather ausgeschiittelt, wobei die vollige Umsetzung 
nur langsam vor sich ging. Die so erhaltenen Sulfate der Basen wurden genau 
mit Baryt von der Schwefelsiure befreit. Nach Eindampfen ihrer Lésung fallten 
wir mit ammoniakalischer Reineckatlésung im ZentrifugengefaB aus kleinem 
Volumen. Die abzentrifugierte Lésung wurde einmal mit wenig ammoniakalischer 
Reineckatlésung aufgerihrt, wieder zentrifugiert und nach AbgieBen der iiber- 
stehenden Lésung in bekannter Weise mit Quecksilbersulfatlésung!® usw. in eine 
Lésung der freien Basen verwandelt. Nach erneuter Fallung derselben mit heiB 


6 D. Ackermann, F. Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 79, 113 [1923]. 

? J. H. Welsh, Biol. Lab. Harvard Univ. Papers in Marine Biology and 
Oceanography, Suppl. to vol. 3 of Deep Sea Research, S. 287—297. 

8 F. Holtz, Z. Biol. 81, 65 [1923]; D. Ackermann, F. Holtz u. H. Rein- 
wein, ebenda 82, 278 [1934]. : 

® D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 308, 270 [1957], vorstehend. 

10 H. Miller, diese Z. 266, 205 [1940]. 
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gesattigter Pikrinsiurelésung bis zum Auftreten von lackmussaurer Reaktion ent- 
standen 6,14 g eines Pikrates, das gut ausgebildete, allerdings noch verklebende 
Kristalle darstellte. Nach Uberfiihrung derselben in eine Lésung des Hydrochlorids 
fallten wir mit 30-proz. Goldchloridlésung, bei Gegenwart von Salzsaure, saugten 
ab und kristallisierten zweimal aus Salzsiure um. Die gut ausgebildeten Kristalle 
erwiesen sich als reines Histamin-chloroaurat*. 

6,967 mg Sbst.: 1,957 mg CO,, 0,960 mg H,O. — 3,409 mg Sbst.: 0,168 ccm N, 
(29°, 724 mm), 1,693 mg Au. 

C;H,N, (HAuCl,), (790,8) Ber. C 7,59 H1,40 N 5,31 Au 49,85 

Gef.C 7,73 H1,54 N5,31 Au 49,66 

Der gréBte Teil des Goldsalzes wurde mit Silberpulver in das Histamin-hydro- 
chlorid verwandelt, das nach Eindampfen seiner Lésung eine weife strahlige 
Kristallmasse lieferte, die mit Alkohol gewaschen zur Analyse kam. Schmelzpunkt 
wie bei reinem Testpraparat 228—234° (Kofler). Diazoprobe intensiv positiv. 
Papierchromatographie: Ry 0,076 wie bei einem daneben gelaufenen Testpraparat 
(Butanol: Eisessig: Wasser = 6:1:2, Papier Schleicher & Schill 2043b, Mgl; Ent- 
wicklung mit sodaalkalischer Diazobenzolsulfonsaure). 

5,124 mg Sbst.: 0,155 mg CO,, 2,810 mg H,O. — 2,853 mg Sbst.: 0,575 ccm N, 
(26°, 731 mm). — 10,364 mg Sbst.: 16,180 mg AgCl. ; 

C;H,N,°2 HCl (184,1) Ber. C 32,61 H 6,03 N 22,84 Cl 38,54 

Gef. C 32,78 H6,14 N 22,13 Cl 38,61 

Das Hydrochlorid wurde mit Silbersulfat usw. in eine Lésung der Base ver- 
wandelt und mit alkohol. Pikrinséure gefallt. Nach dem Umkristallisieren ent- 
a weiche hellgelbe Kristalle des Histamindipikrates, Schmp. 
233—236°. 

4,522 mg Sbst.: 5,930 mg CO,, 1,080 mg H,O. — 2,961 mg Sbst.: 0,641 ccm N, 
(29°, 732 mm). 

C,H,N,;(C,H,0,N;). (569,4) Ber. C 35,86 H 2,66 N 22,14 

Gef. C 35,79 H 2,67 N 22,57 

Am Meerschweinchendarm verhielt sich das Dihydrochlorid auch mengen- 
maBig in jeder Beziehung wie Histamin-dihydrochlorid. Auch wurden die Kon- 
traktionen durch Antihistamin (Avil) unterdriickt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. 


Zusammenfassung 


Aus dem Riesenkieselschwamm (Geodia gigas) wurden erhebliche 
Mengen Histamin (etwa 100 mg/kg) isoliert und damit diese Base zum 
erstenmal bei Avertebraten praparativ gewonnen. 


Summary 


Histamine has been isolated from the giant siliceous sponge (Geodia 
gigas) in quantities of the order of 100 mg per kg. The base has thus been 
obtained for the first time on the preparative scale from invertebrates. 


* Analysen von Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach. 
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Uber einen geschlechtsspezifischen Duftstoff 
der Wasserwanze Belostoma indica Vitalis 
(Lethocerus indicus Lep.)* 


Von 


‘ x a 
Adolf Butenandt und Nguyén-Ping Tim 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen, jetzt Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1957) 


Herrn Professor Dr. Karl Junkmann zum 60. Geburtstag 


Die Wasserwanze Belostoma indica ist ein groBes, bis 7 cm langes 
und 3cm breites Insekt, das in den Fliissen, Seen, Reisfeldern und 
gerdumigen Wasserflichen vorwiegend tropischer Gegenden lebt, z. B. 
in Siidost-Asien (Viét-Nam), Afrika und Siidamerika?. Es jagt Fischbrut 
und Wasser-Weichtiere und lihmt oder tétet seine Opfer durch giftigen 
Speichel. 

Belostoma-indica-Mannchen besitzen dorsal im Abdomen zwei weiBe, 
4cm lange und 2—3 mm dicke Rohrchen, die je Tier im Durchschnitt 
0,02 cem einer klaren, nach Zimt duftenden Fliissigkeit enthalten, die 
in Stidostasien als Gewiirz bei fettreicher Speise verwendet wird. Die 
Produktion dieses Duftstoffes ist geschlechtsspezifisch auf die Mannchen 
beschraénkt*, die allein stark entwickelte Duftdriisen besitzen*. Obwohl 
man Sexual-Lockstoffe bei Wanzen bisher nicht kennt, spricht manches 
dafiir, daB dem Belostoma-Duftstoff dennoch eine Funktion als Lock- 
und Erregungsstoff zukommt, jedoch bedarf diese Frage der Klarung. 

Zur Gewinnung des Belostoma-Duftstoffes entfernt man zu- 
nichst den Verdauungsapparat der Mannchen, 6ffnet das Abdomen 
dorsal, entnimmt ihm die zwei Duftréhrchen und preBt diese in einem 
Glaischen aus. Durch Filtrieren des Exkretes erhalt man den Duftstoff 
als wasserklare ,,Essenz“; von ihr standen uns fiir die vorliegende Unter- 
suchung etwa 3ccm zur Verfiigung. 

1 Dissertat. Nguyén-Bang Tam, Tiibingen 1956; Vorlaufige Mitteil.: 
A. Butenandt, Nova Acta Leopoldina 17, 445 [1955]. 

2 R. Poisson u. P. Grassé, Traité d’Entomologie Bd. X, S. 1758; Masson, 
Paris 1951; Nguyén -Céng Huan, Le Courrier du Viét-Nam, Nr. 14, Hanoi 1952. 
11954) Y. Caillot u. C. Boisson, Ann. Sci. natur., Zool. Biol. animale 11, Série 51 

OF |. 

* Persénliche Mitteilung von J. Carayon, Paris; vgl. auch J. Carayon, 
C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 227, 303 [1948]. Herrn Prof. Carayon sind wir 
fiir Cie Untersuchung einiger Belostomen im Museum National d’Histoire Naturelle, 
Bnet Klarung der Frage der Geschlechtsspezifitat zu aufrichtigem Dank ver- 
pflichtet. 
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Die Ermittlung der Grundstruktur 


Der native lipoidlésliche Duftstoff wurde zunichst vorsichtig 
destilliert ; der Siedepunkt liegt bei 168—170°. Der Brechungsindex, 
nee = ],4160, andert sich bei der Destillation nicht. Das Infrarot- 
spektrum zeigt bei 5,80 yw eine fiir Car borisiureester kennzeichnende 
Bande, und der Hydroxamat-Test nach Feigl®, der eine rotviolette 
Fiarbung liefert, bestatigt, daB im Duftstoff ein Ester vorliegt. 

Auf Grund dieses Befundes haben wir 0,5ccem der natiirlichen 
Essenz nach Bodroux® der Esterspaltung mit Athylmagnesiumbromid 
und p-Toluidin unterworfen, die den Siureanteil des Esters alsToluidid, 
die Alkoholkomponente als freie Hydroxylverbindung liefert. Das an- 
fallende Toluidid C,H,,ON vom Schmp. 151—152° wurde durch Ver- 
gleich mit authentischem Material (Mischprobe, [R-Spektren) eindeutig 
als Aceto-p-toluidid erkannt und damit bewiesen, daB der Belostoma- 
Duftstoff ein Essigsaiure-Ester ist. 

Die bei der Esterspaltung nach Bodroux frei gewordene Alkohol- 
komponente haben wir nach der Methode von Hecker? mit 4'-Nitro- 
azobenzol-carbonséure-(4)-chlorid umgesetzt und einen gut 
kristallisierenden Ester vom Schmp. 128/29° erhalten. Seine Molekular- 
formel C,,H,,0,N, fiihrt nach Eliminieren des Saurerestes rechnerisch 
zum Ausdruck C,H,,-OH fiir den Alkoholanteil des Duftstoffes. 

Der Nitro-azobenzol-carbonsiureester des Alkohols wurde nach 
Kuhn-Roth® oxydiert und lieferte 1 Mol. Essigsiure: danach muB der 
Alkoholanteil des Duftstoffes eine endstandige Methylgruppe enthalten. 
Da der Duftstoff selbst in Pyridin-Lésung eine 0,1-proz. waBrige Kalium- 
permanganat-Lésung sofort entfairbt, Brom addiert und eine positive 
Farbreaktion mit Tetranitromethan liefert, mu dieAlkoholkomponente 
ungesattigt sein. Die zusammenfassende Deutung dieser Befunde laBt 
fiir den Alkohol C,H,,-OH nur die Konstitution eines unverzweigten 
aliphatischen Hexenols zu: Der Belostoma-Duftstoff ist somit ein 
Hexenol-acetat der Formel C,H,,-O-COCHs. 


Die Konstitutionsermittlung 


Um die Struktur des Hexenols im Belostoma-Duftstoff zu ermitteln, 
wurden 0,46 g der Essenz in Aceton mit Kaliumpermanganat oxydiert, 
die Reaktionslésung mit Alkali gegen Phenolphthalein neutralisiert und 
in der Hitze eingeengt. Aus dem Gemisch der vorliegenden Natriumsalze 
wurden die Hydroxamsauren dargestellt und diese im System Iso- 
amylalkohol-Essigséure- Wasser (4: 1:5) auf Rundfilterchromatogrammen 
getrennt® und durch Vergleich mit bekannten Testsubstanzen identifi- 


5 F, Feigl, Spot Tests II. Org. Applications, 8. 171; Elsevier Publ. Co., 
New York 1954. 

6 F. Bodroux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 188, 1427 [1904]. 

7 K. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955]. 

®§ R. Kuhn u. H. Roth, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1274 [1933]. 

® A. Thompson, Austral. J. sci. Res., Ser. B 4, 180, 285 [1951]. 
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ziert. Es konnten Essigsaiure und Buttersaiure unter den Oxy- 
dationsprodukten eindeutig nachgewiesen werden. Nach diesem Ergebnis 
muB der Belostoma-Duftstoff ein A?-Hexenol-(1)-acetat (I) sein, 
und sein oxydativer Abbau ist folgendermaBen zu deuten: 


H 
CH,-CO-0-CH,-C: C-CH,-CH,-CH, I 
H 
| 


CH,-CO-0-CH,-CO,H HO,C-CH,-CH,-CH, 
on | v ) Butterséure 

CH,-CO,H HO-CH,-CO,H 

Essigsiiure Glykolsaure 

Die neben Buttersiure und Essigsaure als drittes Spaltprodukt zu 
erwartende Glykolsiure ist unter den gewahlten Nachweisbedingungen 
nicht aufgefunden worden. 

Im Infrarotspektrum des Duftstoffs findet sich eine starke Bande 
bei 10,36 4; sie ist fiir trans-Formen der Hexenole kennzeichnend?°. 
Die fiir cis-Formen zu fordernden Banden bei 11,5 und 14 sind 
nicht vorhanden: Im Belostoma-Duftstoff liegt das Acetat des trans- 
n-Hexen-(2)-ols-(1) vor. 


Synthese des Belostoma-Duftstoffs 


Die Konstitution I des Duftstoffs wurde durch eine Synthese ge- 
sichert, die auf folgendem Wege durchgefiihrt wurde: 


poo Pyridin, Piperidin H 
CH,-CH,-CH,-CHO + ae a 5 760 — CH,-CH,-CH,:C:C-CO,C,H; 
CO.C.H; AUSD. (0% H 
II III IV 


H Lite 
+ neem SS. 3 
H 


Ausb. 33% 
V 


Butyraldehyd (II) wurde mit Athylmalonsaure (III) kondensiert 
und der ungesattigte Carbonsiure-Ester 1V mit Lithiumaluminium- 
hydrid zum trans-A?-Hexenol (V) reduziert. Diese Reduktion gibt 
keine héheren Ausbeuten als 33%, weil das Hexenol fliichtig ist und sich 
wahrscheinlich — ahnlich wie A?-Heptenol!! — wahrend der Reaktion 
polymerisiert. DaB das Athyl-A?-hexenat (IV) und das 4?-Hexenol 
(V) trans-Formen darstellen, folgt wiederum aus dem Infrarotspek- 


10 L. Bellamy, Ultrarotspektrum und chem. Konstitution, S. 37; Steinkopff, 


Darmstadt 1955. 
uC. I. Martin, A.I.Schepartz u. B.F. Daubert, J. Amer. chem. Soc. 70, 


2601 [1948]. 
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trum der Verbindungen, die bei 10,25 bzw. 10.35 u die kennzeichnende 
. trans-Bande“‘ enthalten, eine ,,cis-Absorption“ jedoch vermissen 
lassen. Von dem synthetisch dargestellten Hexenol V wurde zu Ver- 
gleichszwecken der 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester dargestellt ; 
er ist in allen seinen Eigenschaften —. einschlieBlich des Infrarot- 
spektrums — identisch mit dem entsprechenden Derivat aus natiirlichem 
Duftstoff. 

Das synthetische trans-A?-Hexenol-(1) (V) wurde mit Acetyl- 
chlorid in den Essigsiureester iibergefiihrt. Er ist schon an dem charak- 
teristischen zimtartigen Geruch als mit dem natiirlichen Duftstoff 
identisch zu erkennen. Der Geruch der Hexenol-acetate ist auffallend 
spezifisch: das isomere trans-A*-Hexenol-(1)-acetat duftet nach griinen 
Blattern, das trans-A4-Hexenol-(1)-acetat’ riecht nach ranzigem Fett! 
— Das synthetisch dargestellte trans-A*-Hexenol-(1)-acetat zeigt die 
gleichen physikalischen Eigenschaften wie der native Duftstoff: der 
Brechungsexponent wurde zu n7 — 1,4173 ermittelt, und die Infrarot- 
spektren des natiirlichen und synthetischen Duftstoffs entsprechen 
sich vollkommen, bis auf zwei schwache Banden bei 8,50 und 9,25 y, 
die nur im Spektrum des Naturproduktes auftreten. Diese geringen 
Unterschiede diirften ohne Zweifel auf Spuren nicht véllig entfernter 
Begleitstoffe in der kleinen Probe der natiirlichen Essenz zuriickgehen 
und beeintrichtigen den liickenlosen Beweis der Konstitutionsermitt- 
lung des Belostoma-Duftstoffes nicht. 


Der Konstitutions-Typus 


des Duftstoffes der Wanze Belostoma ist bemerkenswert. Soweit wir 
wissen, ist es der erste geschlechtsspezifische Duftstoff des 
Insektenreiches, dessen chemische Struktur eindeutig ermittelt 
werden konnte. Seit vielen Jahren beschiftigen wir uns an unserem 
Institut mit der Isolierung und Konstitutionsermittlung des Sexual- 
Lockstoffs vom Seidenspinner Bombyx mori. Die bisher vorliegenden 
Erfahrungen!? haben gezeigt, daf auch der geschlechtsspezifische 
Lockstoff des Seidenspinnerweibchens ein ungesattigter Alkohol 
ist, der in den Produktionsdriisen (Sacculi laterales) als Ester vorliegt. 

Besonders interessant ist ein Befund von Roth, Niegisch und 
Stahl'8, der kurz nach dem Erscheinen unserer ersten Mitteilung? tiber 
den Belostoma-Duftstoff publiziert wurde: Die groBe fligellose Assel 
Eurycotis floridana (Walker), die in Georgia, Florida und Mississippi 
vorkommt, sezerniert auf Reiz als Abwehrstoff das trans-A?-Hexe- 
nal, d.h. den Aldehyd, der dem Alkoholanteil des Belostoma- 
Duftstoffs entspricht; dieser chemischen Waffe bedienen sich jedoch 
beide Geschlechter von Eurycotis! 


2 A, Butenandt, Nova Acta Leopoldina 17, 445 [1955]. 
13 L. M. Roth, W. D. Niegisch u. W. H. Stahl, Science |Wastington | 
123, 670 [1956]. 
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Herr_N guyén-DB ang Tuyén (Saigon, Viét-Nam) hat uns Belostomen und 
die in dieser Arbeit untersuchte ,,Essenz‘‘ zur Verfiigung gestellt. Herr Dr. Kirsche 
(Institut Pasteur, Hanoi, Viét-Nam) hat uns lebende Belostomen zur anatomischen 
Analyse zukommen lassen. Herr Prof. Dr. O. Riobé (Angers, Frankreich) hat uns 
Proben von trans-A4-Hexen-ol-(1) und dessen Acetat, die Firma Polak & Schwarz 
(Zaandam-Hilversum, Holland) Proben von trans-A*-Hexen-ol-(1) und dessen 
Acetat iiberlassen. Dafiir méchten wir unseren herzlichen Dank aussprechen. 

Der Division des Relations Scientifiques et Techniques des Ser- 
vices Culturels de 1’Ambassade de France auprés de la République 
Fédérale Allemande ist N. D. Tam fir ein groBziigiges Forschungsstipendium 
zu besonderem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


1. Gewinnung des Belostoma-Duftstoffs 


Die Belostomen werden in der Zeit von November bis Januar in den Reis- 
feldern und Weihern gefangen. Zur Entfernung des Verdauungsapparates faBt man 
die an der Abdominalspitze liegenden Atemréhren und zieht mit ihnen das Ein- 
geweide heraus; dabei hat man darauf zu achten, die kleine Exkretionsblase, die 
eine ammoniakartig riechende Flissigkeit enthalt, nicht zu verletzen. Man spreizt 
die Fliigel, macht unmittelbar hinter dem Thorax dorsal einen kleinen Einschnitt 
und driickt Kopf und Abdomen leicht gegeneinander. Die sichtbar werdenden 
weiBen Driisen lassen sich leicht mit einem spitzen Staébchen herausholen und vom 
Leib abtrennen. Man preBt sie in einem Becherglischen aus und filtriert die 
»,Hssenz*. 


2. Esterspaltung des Duftstoffs®™ 


In einem trockenen 50-ml-Dreihalskélbchen wurde unter RiickfluB, magne- 
tischem Riithren und Feuchtigkeitsausschlu8 aus 100mg Magnesium, 600 mg Athyl- 
bromid, 600 mg p-Toluidin und 10 ml absol. Ather ein Bodroux-Reagens _her- 
gestellt. 0,5 ml nativen Duftstoffs wurden zugegeben und 15 Min. unter RiickfluB 
im Luftbad zum gelinden Sieden erwarmt. Nach Abkiihlen wurde mit einem Uber- 
schu8 von 5-proz. Salzsiure hydrolysiert, die atherische Phase abgetrennt und 
die waBrige ausgeithert. Die vereinigten atherischen Ausziige wurden mit 5-proz. 
Salzsiure kongosauer gewaschen, mit verdiinnter Natriumhydrogensulfit-Lésung, 
verd. Salzsiure, Wasser, 5-proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser 
durchgeschiittelt. Der Ather wurde bei Zimmertemperatur vorsichtig vertrieben; 
der Riickstand wurde bei 20° im Hochvak. destilliert; dabei gingen der alko- 
holische Anteil (a) und Wasser iiber, sie wurden in einer in Trockeneis-Tetra- 
chloréthylen-Kiihlbad getauchten Glasspirale aufgefangen. 

Der Riickstand der Destillation wurde auf einer Aluminiumoxyd-Saule W oelm 
(Aktivitét 3—4 nach Brockmann) chromatographiert. Durch Elution mit Benzol 
wurden 10 Fraktionen aufgefangen. Die Fraktionen 4—10 lieferten 15 mg Aceto- 
p-toluidid vom Schmp. 152—153° (aus Athanol-Wasser). Mischprobe mit synthet. 
Aceto-p-toluidid: 152—153°. 

CyH,,ON (149,2) Ber. C 72,49 H7,38 N9,39 Gef.C 72,22 H17,51 N 9,69 

Das Destillat (a) wurde tiber Magnesiumsulfat getrocknet und nach Hecker? 
mit 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-chlorid umgesetzt. Der Ester 
kristallisierte aus Cyclohexan in langen, roten Nadeln von seidenem Glanz. Schmp. 
128—129°, 

Cy9H,,0,N, (353,4) Ber. C 64,59 H5,42 N 11,89 1CH, 4,26 
Gef. C 64,30 H5,46 N 11,66 CH, 4,53* 


* Methylgruppen-Bestimmung nach Kuhn-Roth§&. 








4 C. F. Koelsch u. D. Tenenbaum, J. Amer. chem. Soc. 55, 3049 [1933]; 
R. Kuhn u. C. J. O. R. Morris, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 856 [1937]. 
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3. Oxydativer Abbau des Duftstoffs 


Die Lésung von 0,457 g (3,21-10-* Mol) nativen Duftstoffs in 10 ml ge- 
reinigtem Aceton wurde unter Riickflu8 und FeuchtigkeitsausschluB zum Sieden 
erwarmt. 3,82 g (2,41-10-? Mol) Kaliumpermanganat wurden in 90 Min. portions- 
weise zugefiigt; es wurde weitere 12 Stdn. gekocht. Der abfiltrierte Niederschlag 
wurde mit heiBem Aceton gewaschen und in Natriumhydrogensulfit und verd. 
Schwefelsaure gelést. Diese Lésung wurde ausgeathert. Die vereinigten Aceton- 
und Ather-Fraktionen wurden vorsichtig eingeengt und nach Zugabe von 2 ccm 
Wasser mit 12,5-proz. Natronlauge in Gegenwart von Phenolphthalein neutralisiert 
und zur Trockne eingedampft. Aus den Natriumsalzen wurden nach Thompson? 
die Hydroxamsauren hergestellt, die anschlieBend mit dem System Isoamylalkohol- 
Essigsiure-Wasser (4:1:5) auf Whatman-Papier Nr. 1 rundchromatographisch ge- 
trennt und mit Testsubstanzen verglichen wurden’. Es lieBen sich als Abbau- 
produkte Buttersaure und Essigsaure eindeutig nachweisen. 


4. Synthese des trans-.12-Hexenols-(1) (V) 


Dieser Alkohol wurde in Analogie zu der fiir 1?Heptenol-(1) von Martin und 
Mitarbb." ausgearbeiteten Methode dargestellt. 

In einem trockenen 500-ml-Dreihalskolben wurde ein Gemisch von 7,21 g 
Butyraldehyd(II) (0,10 Mol), 26,98 g Athylmonomalonat(II]) (0,204 Mol)'*, 
50 ml absol. Pyridin und 0,5 ml absol. Piperidin'? unter Feuchtigkeitsausschlu8 und 
RiickfluB 14 Stdn. bei gelindem Sieden gehalten. Nach dem Vertreiben des Pyridins 
und des Piperidins bei 45—50°/14 Torr wurde im Vak. unter Stickstoff fraktioniert. 
Das Athyl- hexenat(IV) ging bei 42—44°/3 Torr iiber. Ausb. 10,78 g (79,9% 


d. Th.); = 1,4355. Sein IR-Spektrum zeigte bei 10,22 « eine starke ,,trans-Bande“. 


7,93 g des Esters IV (0,056 Mol) wurden mit etwa 0,35 Mol Lithium-Alu- 
miniumhydrid reduziert!®. Das im Dunkeln iiber Magnesiumsulfat getrocknete 
Endprodukt wurde unter Stickstoff, durch eine Vigreux-Kolonne und im Vak. 
fraktioniert und das Destillat in Kélbchen aufgefangen, die in einem Trockeneis- 
Aceton-Bad stark gekiihlt waren. Bei 63,5—64,5°/13,5 Torr gingen 1,88 g (33,2%% 
d. Th.) iitber. Das IR-Spektrum zeigte bei 10,33 « die fiir die trans-Form charakte- 
ristische Bande, aber keine Banden bei 11,5 bzw. 14 w. 

4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester: Aus Cyclohexanol in roten, 
langen Nadeln vom Schmp. 119—123°. Zur Analyse wurde abwechselnd aus 
Benzol-Cyclohexan und Cyclohexan siebenmal umkristallisiert bis zum Schmp. 
125—127°. Das IR- Spektrum ist mit dem unter 2. beschriebenen identisch; ,,trans- 
Bande“ bei 10,3 yw. 


C,5H,,0,N; (353,4) Ber. C 64,59 H5,42 N11,89 Gef.C 64,42 H5,34 N 12,05 


5. A?-Hexenyl-(l)-acetat 
151,6 mg frisch destilliertes 4?- He xenol-(1) wurden mit 118,4 mg trockenem 
Acetylchlorid in dem von Cheronis!® beschriebenen Reaktionsgefaé8 um- 
gesetzt. Die Mischung wurde ab und zu umgeriihrt und 64 Stdn. iiber Natrium- 
hydroxyd im Exsiccator stehengelassen. Sdp.2g, 165—166° (Kapillarréhrehen). 
ni) 1,4173. 








15 H. Jatzkewitz u. Nguyé én- Bing Tam, diese Z. 296, 188 [1954]. 

16 D. S. Breslow, E. Baumgarten u. C. R. Hauser, J. Amer. chem. Soc. 
66, 1287 [1944]. 

17 A, Galat, J. Amer. chem. Soc. 68, 376 [1946]. 

18 R. F. Nystrom u. W. G. Brown, J. Amer. chem. Soc. 69, 2548 [1947]. 

19 N. D. Cheronis, in A. Weissberger, Technique of organic Chemistry, 
8. 309. — Interscience Publ. Inc. New York 1954. 














Bd. 308 (1957) Ein geschlechtsspezifischer Duftstoff 983 


Zusammenfassung 


Die Mannchen der tropischen Wasserwanze Belostoma indica 
produzieren einen geschlechtsspezifischen Duftstoff, der in Siidostasien 
als Gewiirz bei fettreichen Speisen verwendet wird. Durch Konstitutions- 
ermittlung und Synthese wurde bewiesen, daB es sich um trans-/A2- 
Hexenol-(1)-acetat handelt. 


Summary 


The male of the tropical water bug Belostoma indica produces an 
aromatic substance which is employed in Southeast Asia as a seasoning 
for fatty foods. The substance has been shown by synthesis and structural 
determination to be trans- A?-hexen-1l-olacetate. 
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Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene I 
Isolierung, Konstitutionsermittlung 
und Vorkommen der 10-Hydroxy-A*-decensaure! 
Von 
Adolf Butenandt und Heinz Rembold 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen, jetzt Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1957 


Herrn Professor Dr. F. Wessely zum 60. Geburtstag 


Als Weiselzellenfuttersaft, ,,K6niginnenfutter“ oder ,,Gelée royale“ 
bezeichnet man das Sekret aus den Kopfdriisen der Honigbiene, das der 
Bienenkénigin (Weisel) und den in den Weiselzellen heranwachsenden 
K6niginnenlarven im Gemisch mit Honig und Nektar als einziges Futter 
dient. In Weiselzellen findet man — je nach Alter der Larven — zwischen 
20 und 300mg Futtersaft, waihrend die Arbeiterinnenzellen nur ein 
etwa stecknadelkopfgroBes Trépfchen enthalten. Es ist anzunehmen, 
da unter der stofflichen Wirkung des Weiselzellenfuttersaftes ein be- 
fruchtetes Bienenei zur K6nigin determiniert wird?. Um nahere Kenntnis 
iiber die Inhaltsstoffe des Weiselzellenfuttersaftes zu gewinnen, haben 
wir uns seit einiger Zeit mit einer vergleichenden Analyse von Weisel- 
und Arbeiterinnenfuttersaft beschiftigt. Die Méglichkeit dazu erdffnete 
uns Herr Dr. K. A. Forster (Fa. H. Mack Nachf.), Illertissen, dem wir 
fiir groBziigige Uberlassung der fiir unsere Arbeiten benétigten Bienen- 
futtersifte zu groBem Dank verpflichtet sind. 


Die altere Literatur iiber die stoffliche Zusammensetzung des Weiselzellen- 
futtersaftes ist von Johansson*® zusammengefaBt. Die am weitesten gehende 
stoffliche Analyse wurde von Townsend und Lucas‘ durchgefihrt; sie trennten 
das getrocknete Material in eine atherlésliche, in eine dialysable und eine nicht 
dialysable wasserlésliche und in eine in Ather und Wasser unldsliche Fraktion 
und isolierten aus den lipoidléslichen Anteilen eine in ihrer Konstitution noch 
unbekannte Saure C,)H,,0,; vom unscharfen Schmp. 46—58°. 


Wir haben uns zunichst mit der lipoidléslichen Fraktion 
beschaftigt. Zu ihrer Bearbeitung standen uns 45 g Weiselzellenfuttersaft 
zur Verfiigung, der aus Zellen mit 3 Tage alten Larven entnommen und 
bei —10° aufbewahrt worden war. Bei dieser Temperatur ist auBerlich 





1 Dissertat. H. Rembold, Stuttgart 1957; vorl. Mitteil.: A. Butenandt, 
Nova Acta Leopoldina N. F. 17, 445 [1955]. 
2 W. v. Rhein, Kongr. der internat. Union z. Stud. soz. Insekten. Wiirzburg 
1955. 
3 T. S. K. Johansson, Bee World 36, 3, 21 [1955]. 
4G. F. Townsend u.C.C. Lucas, Biochem. J. 34, 1155 [1940]. 
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keine Veranderung des schwach gelben, durch unlésliches Pretein 
milchig getriibten, auf Grund seines hohen Gehaltes an Wasser und 
Invertzucker zahfliissigen Saftes festzustellen. 

Das im Futtersaft zu 60% enthaltene Wasser wurde durch Gefrier- 
trocknung entfernt, der trockene, schwach hygroskopische Riickstand 
mit Ather extrahiert. Die Lipoidfraktion macht 10% der Trockensubstanz 
aus. Der weitaus gr6Bte Anteil der Lipoidfraktion, etwa 8% der Trocken- 
substanz, ist in Hydrogencarbonat léslich, verhalt sich also wie eine 
Carbonsaure; er 1aBt sich aus verdiinntem Methanol kristallisieren und 
besteht im wesentlichen aus einer einheitlichen freien Saure vom Schmp. 
54—56° und der Summenformel C,,H,,0;. Diese Saéure diirfte zweifellos 
mit der von Townsend und Lucas? zuerst isolierten identisch sein; 
ihr natiirliches Vorkommen in freier Form und in einer so hohen Kon- 
zentration ist bemerkenswert. 

Die optisch inaktive Saure verindert sich beim Erhitzen auf 100° 
nicht, bildet demnach kein Lacton. Sie zeigt in ihrem UV-Spektrum 
ab 240 mu eine hohe Endabsorption; bei 220 my betraigt die molare 
Extinktion ¢ = 6900 (1 Mol-!-cm~') fiir ein Molekulargewicht von 186, 
was eindeutig das Vorliegen einer «,f-ungesattigten Carbonsiaure 
beweist. Das Infrarot-Spektrum (in Kaliumbromid) zeigt als 
Schliisselbanden eine Hydroxyl-Valenzschwingung bei 2,98 ~ und eine 
fiir die Doppelbindung kennzeichnende Bande bei 6,07 4. Die zusammen- 
fassende Deutung der optischen Daten fiihrt zur Struktur einer «,/- 
ungesaéttigten Decenolsaure. 


Bei der katalytischen Hydrierung der Siure wird 1 Mol. Wasser- 
stoff aufgenommen; die Dihydro-Saure C,,H,,0, schmilzt bei 74—76° 
und hat sich durch den weiteren Abbau als identisch mit der bekannten 
10-Hydroxy-decansaure (10-Hydroxy-caprinsiure) (II)> erwiesen. 
Reduziert man die natiirliche Séure aus Weiselfuttersaft mit Lithium- 
aluminiumhydrid, so erhalt man Decan-diol- (1.10) (III)® vom Schmp. 
69—70°. Sowohl die 10-Hydroxy-caprinsiaure als auch das Decan- 
diol-(1.10) liefern bei der Oxydation mit Chromsaure bzw. mit Kalium- 
permanganat Sebacinsaiure (IV) vom Schmp. 134—135°; sie wurde 
im Vergleich mit authentischem Material durch Mischschmelzpunkts- 
probe und durch das bei 110° liegende Eutektikum’ mit Phenacetin in 


HO-CH,:[CH,],°CH:CH-CO,H I 


ie \LIAIH, 
Pd 
Tl HO-CH, -[CH,],-CO,H HO-CH,:[CH,],CH,OH — IIT 


> ue 
‘S HO,C-[CH,].°CO,H “ 
IV 
5 W. H. Lycanu. R. Adams, J. Amer. chem. Soc. 51, 625 [1929]. 


6 R. Scheuble, Mh. Chem. 24, 618 [1903]. 
7 A. Kofler, Naturwissenschaften 31, 553 [1943]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 308 19 
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ihrer Konstitution gesichert. Danach ist die Konstitution der Saiure aus 
Weiselzellenfuttersaft eindeutig als 10-Hydroxy-4?-decensaure (I) 
ermittelt. 

Zur Darstellung gut kristallisierter, farbiger Ester von Alkoholen 
hat sich kiirzlich das 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-chlo- 
rid gut bewahrt®. Wir haben die Methylester der 10-Hydroxy-A?- 
decenséure und der 10-Hydroxy-decansiure sowie das Decan-diol-(1.10) 
noch durch ihre 4’Nitro-azobenzol-carbonsaéure-(4)-ester ge- 
kennzeichnet; diese kristallisieren gut und eignen sich durch Messen der 
UV-Absorption bei 331—332 my auch fiir quantitative Bestimmungen. 

Den Azoester des 10-Hydroxy-.1?-decensiure-methylesters haben 
wir zum Nachweis der neuen Saure im Arbeiterinnenfutter 
verwendet. Das Futter der Arbeiterinnenmaden ist heller gefarbt und 
diinnfliissiger als das Weiselfutter. Es wurden 3,5 g in der gleichen Weise 
aufgearbeitet wie Gelée royale; dabei ergaben sich die in der Tabelle 
wiedergegebenen Vergleichszahlen. 


Vergleich der Zusammensetzung von Weisel- und Arbeiterinnenfutter. 

















Weiselfutter Arbeiterinnen- 
futter 
Wassergehalt % « 5 ae ee eee 59,5 72,5 
Trockensubstanz % . . Sek. ee 40,5 27,5 
Lipoide (% der Trockensubstanz) hee ee 10,0 10,0 
Fettsaiurefraktion (% der Lipoidfraktion) . . . 90,0 91,0 
In NaHCO, unlésl. Lipoide (% der Lipoid- 
fraktion) Ns ee ea ee ke ek ee 2,5—3,0 3,0 
Neutrale Lipoide (%, der Lipoidfraktion) .. . 7,0 6,0 
In den beiden Futtersorten ist somit — bezogen auf Trocken- 
substanz — die gleiche Menge an Lipoidanteilen vorhanden, und auch 


die weitere Unterteilung der Lipoide liefert ahnliche Verhaltniszahlen. 
Schon dieser Befund ]aéBt vermuten, daf im Arbeiterinnenfutter auch die 
gleiche Hydroxysaure enthalten ist. 

Leider lieBen sich die 90 mg roher Fettsiure aus Arbeiterinnenfutter 
nicht fraktioniert kristallisieren, jedoch lieB sich aus 25 mg durch Ver- 
esterung mit Diazomethan und Umsetzung mit 4’-Nitro-azobenzol- 
carbonsaure-(4)-chlorid der Azoester des 10-Hydroxy-4?-decensiure- 
methylesters schmelzpunktsrein isolieren und durch Vergleich (Misch- 
schmelzpunkt, Eutektikum mit Benzil, IR-Spektrum) mit dem ent- 
sprechenden Derivat der Saiure aus Gelée royale eindeutig identifizieren. 

Damit ist bewiesen, daB sowohl im Weiselzellenfuttersaft als auch 
im Arbeiterinnenfutter 10-Hydroxy-A?-decensiure in freier Form ent- 


8 i. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955]. 
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halten ist. Uber ihre physiologische Bedeutung wissen wir nichts. Die 
erstmalig aus natiirlichem Material isolierte Siure war bisher nicht be- 
kannt. An Sauren von verwandtem es sind beschrieben worden: 


A?-Decensaure® H,:[CH, |,,;CH:CH-CO,H 
10-Hydroxy-decansaure® HOCH, -[CH, ]_-CH,-CH,-CO,H 
A?-Decen-dicarbonsaure !° HO,C-[CH,],-CH:CH-CO,H 
Sebacinsaure HO,C: ICH |e: -CH,-CH,-CO,H 
Traumatinsaure 1 HO,C-[CHg |e: -CH:CH- CO,H 


Die neue Siure aus dem Futtersaft der Bienen schlieBt somit eine 
Liicke in der Reihe dieser verwandten Verbindungen. 


Beschreibung der Versuche 
1. Isolierung der 10-Hydroxy-A?-decensaure 


Es wurden verschiedene Proben des Weiselzellenfuttersaftes aufgearbeitet ; 
die Isolierung wird an einem charakteristischen Beispiel beschrieben: 

Der bei — 10° im Tiefkihlschrank gelagerte Futtersaft (27,9 g) wurde in 
einem ausgewogenen Kolben mit 5 ml Wasser umgeschiittelt, bis das Material 
gleichmaBig suspendiert war, eingefroren und lyophilisiert. Es hinterblieben 11,4 g 
feinpulvrige Trockensubstanz, entsprechend einem Wassergehalt von 59% des 
Futtersaftes. 

Zur Isolierung des Lipoidanteils wurde 24 Stdn. im Soxhlet-Apparat mit 
peroxydfreiem Ather extrahiert, das Lésungsmittel auf dem Wasserbad ab- 
destilliert und der Riickstand gewogen: 1,02 g Atherlésliches = 9% des ein- 
gesetzten Trockenpulvers. 

Der Riickstand (1 g) wurde in 100 ml Ather gelést und nach dem Prinzip 
der Gegenstromverteilung in drei Scheidetrichtern mit dem gleichen Volumen 
l-n.NaOH ausgeschiittelt. Die abgetrennte waBrig-alkalische Schicht wurde mit 
CO, gesattigt, die nun hydrogencarbonat-alkalische Lésung mit Ather extrahiert, 
um die schwach sauren Anteile zu entfernen (0,025 g), anschlieBend mit verd. 
Schwefelsaure angesduert und die Rohsaure extrahiert. Die abgetrennte Ather- 
schicht wurde iiber Na,SO, getrocknet; sie enthielt 0,79 g Rohsaéure, was einem 
Anteil von rund 80% der Lipoidfraktion entspricht. 

Die erhaltene Rohsaiure wurde in méglichst wenig heiSem Methanol gelést, 
so lange mit heiBem Wasser versetzt, bis deutlich Triibung eintrat und bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen, wobei sich die Fettsiure in weiBen Kristallbiischeln 
abschied. Nach einer zweiten Umkristallisation schmolz die Fettsiure zwischen 
54 und 56° (Kofler- Heiztisch). 

CyoH,,0, (186,2) Ber. C 64,45 H9,68 | 

Gef. C 64,26 H 10,00 Aquiv.-Gew. 175* 


* Potentiometrische Titration mit n/100-NaOQH in Athanol: Einwaage:4,75 mg; verbr. 
Lauge: 2,72 ml. 


2. Hydrierung der 10-Hydroxy-.12-decensaure 


a) Zur Hydrierung wurden 126 mg der Saure in 15 m/l Essigester mit Pal- 
ladiumoxyd als Katalysator hydriert. Es wurden 15,2 ml Wasserstoff aufgenom- 


® F. L. Breusch u. E. Ulusoy, Arch. Biochemistry 11, a7 [1946]. 
10 J. English, jr., J. Amer. chem. Soc. 63, 941 [1941]; D. J. Cram u. 
M. Tishler, m dar 70, 4238 [1948]; H. Hitoni, Ann. Rep. Takeda Res. Labor. 
10, 10 [1951]. 
u J. English, jr., J. Bonner u. A. I. Haagen-Smit, J. Amer. chem. Soc. 
61, 3434 [1939]. 
1g* 
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men (ber. fiir 1 Doppelbindung: 16,6 m/). Das Hydrierungsprodukt wurde aus 
Petrolather zweimal umkristallisiert: 10-Hydroxy-decansaure®, Schmp. 
74—76°. 


Cy9H 90; (188,3) Ber. C 63,79 H 10,71 as 
Gef. C 63,65 H 10,57 Aquiv.-Gew. 185* 

* Potentiometrische Titration mit n/50-NaOH in Methanol: Einwaage: 20,5 mg; verbr 
Lauge: 5,53 ml. 


b) Die Lésung von 500 mg (2,7 mMol) 10-Hydroxy-A?-decensaure in 
4,5 ml Ather lieB man unter Riihren zu einer Suspension von 150 mg LiAIH, in 
5 ml Ather langsam zutropfen, riihrte 1/4, Stde. bei 20° und gab dann unter Kiihlung 
3,8 mi Wasser und unter Eiskiihlung 4,5 m/ 10-proz. H,SO, tropfenweise zu. Die 
waBrige Phase wurde zweimal mit 5 ml Ather extrahiert, die vereinigte Ather- 
schicht mit 10 ml Wasser, 3mal mit 10 ml 5-proz. NaHCO,-Lésung, Imal mit 
10 ml Wasser gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Riickstand 72 mg Decan- 
diol-(1.10)®. 


CyoH,,0, (174,3) Ber. C 69,02 H 12,74. — Gef. C 69,20 H 12,63 


3. Oxydation der Hydrierungsprodukte 


a) 10-Hydroxy-decansaure (10-Hydroxy-caprinsiure): 500 mg der hy- 
drierten Naturséure wurden in 10 mi Eisessig gelést und nach Zugabe von 400 mg 
CrO, in 1,5 ml Wasser und 8,5 ml Eisessig iiber Nacht stehengelassen. Zur Zer- 
stérung iiberschiiss. Oxydationsmittels wurde anschlieBend mit einigen Tropfen 
Methanol versetzt, die Essigsiure im Vak. abgezogen, der Riickstand in Wasser 
aufgenommen und 24 Stdn. mit Ather perforiert. Die Atherlésung wurde iiber 
Na,SO, getrocknet, das Lésungsmittel abgedampft und der Riickstand im Hoch- 
vak. destilliert. Das rein weiBe Destillat lieB sich durch Craig-Verteilung im 
System Chloroform(5)-n-Heptan(3) als Unterphase und Methanol(5)-Wasser(5) als 
Oberphase in zwei Bestandteile auftrennen. Die eine Substanz war unveranderte 
10-Hydroxy-caprinsiure, die andere Sebacinsiure vom Schmp. 134°. Vergleich 
mit Sebacinséure des Handels durch Mischprobe, IR-Spektrum und Eutektikum 
mit Phenacetin (110°). 


b) Decan-diol-(1.10): 5,2 mg (0,03 mMol) Decan-diol-(1.10) und 13,5 mg 
K MnO, (0,09 mMol) wurden in 4 m/ Wasser | Stde. auf dem Wasserbad erhitzt. 
Uberschiiss. Oxydationsmittel wurde mit etwas Methanol zerstért. AnschlieBend 
wurde abfiltriert und eingeengt. Der Riickstand wurde zweimal aus Wasser um- 
kristallisiert. Schmp. 134°. Misch-Schmp. mit Sebacinsaure 134°. 


4. Darstellung der 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester 


Aus den Hydroxyfettsiuren wurden zuniachst durch Behandeln mit Diazo- 
methan die Methylester hergestellt. AnschlieBend wurden alle Substanzen in der 
gleichen Weise nach dem von Hecker® beschriebenen Verfahren verestert: 

65 mg des Methylesters der 10-Hydroxy-A?-decensaure (0,33 mMol) 
wurden in 5 ml trockenem Benzol gelést und zusammen mit 135 mg 4’- Nitro-azo- 
benzol-carbonsaure-(4)-chlorid unter Erwirmen gelést. Nach Zugabe von 
3,0 mMol Pyridin wurde 20 Stdn. stehengelassen. Das Reaktionsprodukt wurde 
mit einem Ather-Benzolgemisch in einen Scheidetrichter gespiilt und mit 40 ml 
Wasser + 20 ml 1-n.H,SO, geschiittelt und die waBrige Phase abgetrennt. Von 
den wenigen ungelésten Flocken wurde abfiltriert und danach mit Wasser ge- 
waschen. Nach Trocknen iiber Na,SO, wurde auf 5 m/ eingeengt und iiber 10 g 
Al,O, (Woelm ITI) filtriert. Eluiert wurde mit Benzol-Cyclohexan (1: 1). Ausbeute 
62,5 mg Rohester. 


Es wurden folgende 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaéure-(4)-ester her- 
gestellt: 
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Ester von | umkrist. aus} Schmp. | Bruttoformel Analyse 
8 ig’ N 
1) 10-Hydroxy- | Cyclohexan | 97—98 | C,,H.,0,N, | Ber. 63,56 6,00 9,27 
A®-decen- (454,5) Gef. 63,42 6,10 9,08 
saure- 
methylester 
2) 10-Hydroxy- | Cyclohexan | 100—101 | C,,H;,0,N, | Ber. 63,28 6,41 9,23 
caprinsaure- (456,5) Gef. 63,24 6,31 9,22 
methylester 
3) Decan-diol- Benzol- 173—174 | CygHygO,N, | Ber. 63,49 5,33 12,35 
(1.10) Cyclohexan (680,7) Gef. 63,39 5,46 12,16 


5. Isolierung der 10-Hydroxy-A?-decensaure 
aus Arbeiterinnenfutter 

3,50 g Arbeiterinnenfutter wurden in der gleichen Weise wie beim Kéniginnen- 
futter beschrieben durch Lyophilisieren getrocknet und mit Ather extrahiert. Es 
wurden 0,96 g Trockensubstanz und daraus 95 mg Lipoidfraktion erhalten. 

Die Lipoidfraktion wurde in 20 mi Ather aufgenommen und mit 4mal 20 ml 
1-n. NaOH in 3 Scheidetrichtern extrahiert und aufgetrennt: 91 mg (91%) Roh- 
fettsiuren, 3,3 mg (3%) NaHCO,-Extrakt, 6,5 mg (6%) Alkaliunlésliches. 

Aus 25 mg der halbkristallinen Fettsiure wurde iiber den Methylester das 
Derivat der 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4) hergestellt. 

Vergleich der p-Nitro-azobenzol-carbonsiureester der Fettsiuremethylester aus 

















“9 Arbeiterinnen- 
Weiselfutter futter 
CUS mniaisurs, ab k- teysansk ops 97—98° 97—98° 
Misch-Schmp.......... 97—98° 
Eutektikum (Benzil) . ..... 95° 95° 
IR-Spektrum ......... identisch 


Zusammenfassung 

Aus Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene wurde eine in freier 
Form vorliegende 10-Hydroxy-4?-decensaure isoliert und in ihrer 
Konstitution geklart. Der Methylester der Saiure wurde als 4’-Nitro- 
azobenzol-carbonsaure-(4)-ester charakterisiert; mit Hilfe dieses Deri- 
vates wurde die 10-Hydroxy-4?-decensaure auch im Arbeiterinnenfutter 
der Biene nachgewiesen. Die Saiure wurde erstmals in der Natur auf- 
gefunden und ist bisher in der Literatur nicht beschrieben; ihre physio- 
logische Bedeutung ist unbekannt. 


Summary 

A 10-hydroxy-A?-decenoic acid, present in the free form, has 
been isolated from queen bee food juices of the honeybee and its con- 
stitution has been elucidated. The methy] ester of the acid was characte- 
rized in the form of its 4’-nitroazobenzene-4-carboxylic acid ester. This 
derivative was also employed to demonstrate the presence of the 10- 
hydroxy-A?-decenoic acid in worker bee food. The acid has been found 
in nature for the first time and has not been previously described in the 
literature. Its physiological significance is unknown. 
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Jede Wasserquelle hat eine andere 
stoffliche Zusammensetzung _hin- 
sichtlich der mitgefiihrten Bestand- 
teile, 


Bei naherer Beschau zeigt gerade 
das Wasser eine Vielfalt spezieller 
stofflicher Eigenschaften, die es 
gerechtfertigt erscheinen lassen, von 
einer ,Chemie des Wassers“ zu 
sprechen. 

Der Aufbau dieses Buches fiihrt 
von den _ naturwissenschaftlichen 
Grundlagen iiber die Technologie 
zur Analyse. Die stoffliche Glie- 
derung ist so gewahlt, daf jeder 
Abschnitt als in sich geschlossener 
selbstindiger Teil gelesen werden 
kann. 


Bestellen Sie schon heute 
bei Ihrem Buchhandler! 














= HOLLEMAN—RICHTER 


Lehrbuch der organischen Chemie 


33.—34., durchgesehene und verbesserte Auflage von F, Richter. 
GroBf-Oktav. XII, 568 Seiten mit 107 Abbildungen. 1957. 


Ganzleinen DM 28,— 





»Von dem seit mehr als 50 Jahren bestens bewahrten ,Lehrbuch der 
Chemie‘ von A. F. Holleman wird der zweite Teil, ,Organische Chemie‘, 
seit der 19, Auflage von F. Richter bearbeitet, der auch die ... vor- 
liegende Auflage den Fortschritten der organischen Chemie angepaft 
hat. Neben der griindlichen Uberarbeitung des gesamten Stoffes ist 
besonders die Erweiterung des Kapitels ,Alkaloide’ zu erwahnen ... 
Ebenfalls zu erwahnen sind die am SchluB des Buches neu aufgenom- 
menen Kapitel ,Grundziige der organisch-chemischen Nomenklatur‘ und 


c« 


,Einfiihrung in das chemische Schrifttum‘. 
Pharmazeutische Zentralhalle 


»Der 1898 von Holleman gewollte Charakter des Buches, ,kein Beil- 
stein in sehr verkirzter Gestalt‘, sondern ein Lehrbuch zu sein, ist 
trotz des zeitbedingten Anschwellens des Stoffes im allgemeinen er- 
halten geblieben.“ 


NL Eee EL 


Praktische Schulphysik 


»Das erste wissenschaftliche Werk, mit dem der junge Chemiestudent 
auf der Hochschule in Beriihrung kommt, ist ein Lehrbuch der an- 
organischen Chemie ... Der Holleman vermittelt in seinen 
beiden Banden der anorganischen und organischen Chemie fiir Gene- 
rationen von Studenten die erste Begegnung mit ihrer erwahlten Wissen- 
schaft. Es unterliegt keinem Zweifel, dag die Er- 
folge unserer Chemiker zu einem guten Teil diesen 
einfiihrenden Lehrbichern zu verdanken sind, ....® 


Osterr. Chemiker-Ztg. 


WArLTERIDE GRUYTER & € OC. >. BE RoLAEN: W3'5 
vormals G. J. Géschen'sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuchhandlung 
Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit & Comp. 











FRIEDRICH KLAGES 


Lehrbuch der organischen Chemie 


in drei Banden. Gto%-Oktav. Ganzleinen. 


Band _ I: Systematische organische Chemie 


1. Halfte: Kohlenwasserstoffe, Halogenverbindungen, Sauerstoffverbindungen. — 
XVI, 531 Seiten m. 12 Abbildungen u. 25 Tabellen. 1952. DM 68,— 


2. Hilfte: Stickstoff- und andere Nichtmetallverbindungen, metallorganische 
Verbindungen, cyclische Verbindungen u. a. 
XV, 453 Seiten mit 6 Abbildungen und 16 Tabellen. 1953. DM 62,— 


Theoretische und allgemeine organische Chemie 


Die Geschichte der organischen Chemie / Die physikalischen Hilfs- 
mittel der organischen Chemie / Die Bindungen und Bindungs- 
systeme der organischen Chemie / Die Reaktionen und Reaktions- 
mechanismen der organischen Chemie / Tautomerieprobleme / Die 
zwischenmolekularen Krafte und Assoziationserscheinungen / Die 
Stereo- oder Raumchemie 

2.,durchgesehene und verbesserte Auflage. Mit 126 Abbildungen 
und 40 Tabellen. XV, 603 Seiten. 1957. Ganzleinen DM 48,—; 
einzeln bezogen Ganzleinen DM 52,— 


Band III: Sondergebiete erscheint im Winter 1957. 


. Durch sinnvoll ausgewahlte Beispiele, an denen die theoretischen Uberlegun- 
gen und Deutungen von Reaktionsmechanismen in selten anschaulicher Weise dar- 
gelegt werden, gewinnt das Werk an Leben, und der Leser verliert vollstandig den } 
Eindruck, daB er sich mit ,trockener‘ Theorie abmiiht. Die iiberaus klaren und 
logischen Formulierungen fiihren den Lernenden fast miihelos bis an die tiefsten 
Wurzeln des organisch-chemischen Geschehens heran. Sehr wertvoll, sicherlich von 
allen Freunden des Buches begriift, sind die zahlreichen Literaturhinweise. 

Klages hat bei der Abfassung des Werkes neuartige Wege eingeschlagen und ihm 
dadurch eine ganz persénliche Note gegeben. Es ist fiir jeden Studenten und auch 
fiir den in der Praxis stehenden Chemiker, der die organische Chemie von Grund 
auf in ihren theoretischen Zusammenhangen verstehen will, in der Tat eine Freude, | 
aus diesem spannenden Werk zu lernen.“ 

Umschau in Wissenschaft und Technik 


,Ein ganz neuartiger Aufbau kennzeichnet dieses dreibandige Lehrbuch der orga-~ 
nischen Chemie. 
Das ganze Buch ist fliissig und verstindlich geschrieben, so daf das Lesen des z. T. 
schwierigen Inhaltes das Interesse weckt und zu weiterem Studium anregt. So ist 
das Werk sehr gut geeignet, dem Studierenden, aber auch den dlteren Chemikern, 
die noch auf die mehr praktisch orientierte Forschungseinrichtung eingestellt sind, 
die neuen Theorien der organischen Chemie bekannt zu machen, und es ist dem 
Verfasser zu danken, daf er hierfiir eine leicht verstindliche Form gefunden hat.“ 

Chemische Rundschau 


WALTER DE GRUYTER & CO. - BERLIN Woe 


vormals G. J. Géschen'sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuchhandlung 
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